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RESUMO

Este estudo objetivou avaliar o efeito da ingestdo de niveis de cobre organico na forma de
complexo-aminoacidos sobre as variaveis morfolégicas dos segmentos intestinais de pintainhas
de postura. Foram utilizadas 648 pintainhas da linhagem Dekalb White com um dia de idade,
distribuidas em 6 tratamentos com 6 repeticbes e 18 aves por unidade experimental. Os
tratamentos consistiram em niveis de inclusdo de cobre complexado & aminoécidos (Cu-CAA)
em: 0, 1,5, 3,0, 4,5, 6,0 e 7,5 mg/kg, com inclusdo de fitase em 600 FTU/kg. Aos 35 dias de
idade, uma ave por UE foi selecionada para eutandsia. Os animais foram necropsiados e
realizada a coleta do intestino delgado, sendo clivados, lavados e fixados em formol tamponado
a 10%. O procedimento histologico compreendeu as fases de desidratacdo, clarificagdo,
impregnacéo e, posterior emblocagem e microtomia com cortes de 5 pum de espessura. Apés
microtomia e disposi¢do em lamina, o material foi corado com coloragdo de rotina de
hematoxilina e eosina. As avalia¢fes quanto as variaveis morfologicas foram realizadas através
de imagens digitalizadas com aumento de 4x para o0s cortes de duodeno e 10x para os demais
cortes, sendo avaliados altura do vilo (AL), profundidade da cripta (PC), largura da cripta (LC),
relacdo vilo:cripta (VC), area de superficie (AS), volume parcial da mucosa (VV) e percentual
de vilos normais e com perda de epitélio (PN e PEC, respectivamente). Os dados foram
submetidos as premissas estatisticas e a analise de varidncia e, em caso de diferenga
significativa, as médias foram submetidas a estimativa de ingestao de cobre a partir de regressdo
polinomial. Os dados de PN e PEC foram avaliados pelo teste Qui-Quadrado. A histologia
indicou que houve efeito dos niveis de inclusdo de cobre organico sobre os segmentos
intestinais. Na porcdo duodenal, houve efeito quadratico somente para a PC, indicando ponto
méaximo de 0,066 mg/ave/dia. No jejuno, a inclusao de cobre afetou significativamente (p<0,05)
a AL, VC, AS e Vv, com efeito quadratico e estimativas de 0,083; 0,083; 0,078 e 0.079
mg/ave/dia de ingestdo de Cu-CAA. Ja no ileo, houve influéncia sobre a AL, PC, VC, ASe Vv,
com estimativas de 0,074; 0,105; 0,041; 0,077 e 0,069 mg/ave/dia. A LC ndo apresentou efeito
significativo para nenhum segmento intestinal. Para os as variaveis de PN e PEC, todos 0s
segmentos intestinais apresentaram maiores valores de PEC do que PN, sendo observado
alteracdes de Grau 3, principalmente nos tratamentos 0 e 7,5 mg/kg. De modo geral, o estudo
revelou que a suplementacdo de Cu-CAA, influencia positivamente a mucosa intestinal de
pintainhas, promovendo altera¢cdes na mucosa intestinal de pintainhas poedeiras e que racdes
isentas ou com niveis acima ao estudado podem promover danos ao epitélio, como perda de
epitélio e de tecido conjuntivo, ocasionado pela desregulacdo do turnover celular da mucosa.
Assim, niveis moderados de suplementacdo de cobre complexado a aminoacidos em 3,0 a 3,5
mg/kg sdo recomendados para otimizar o desenvolvimento e a salde intestinal das pintainhas
poedeiras, evitando danos ao epitélio e desregulacdo do turnover celular, objetivando uma
melhor resposta absortiva dos nutrientes da dieta.

Palavras-chave: Complexo aminoécido, funcdo intestinal, histologia, mineral



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of ingestion of organic copper levels in the form of
amino acid complex on the morphological variables of the intestinal segments of laying hens.
648 Dekalb White chicks were distributed in six treatments with six replicates and 18 birds per
experimental unit. The treatments consisted of inclusion levels of copper complexed with amino
acids (Cu-CAA) at: 0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0 and 7.5 mg/kg, with inclusion of phytase at 600 FTU/Kkg.
At 35 days of age, one bird per EU was selected for euthanasia. The animals were necropsied,
and the small intestine was collected, cleaved, washed and fixed in 10% buffered formalin. The
histological procedure included the following phases: dehydration, clarification, impregnation,
and subsequent embedding and microtomy with 5 um thick sections. After microtomy and
placement on a slide, the material was stained with routine hematoxylin and eosin staining.
Morphological variables were assessed using digital images at 4x magnification for duodenal
sections and 10x for other sections. Villus height (VH), crypt depth (CD), crypt width (CW),
villus:crypt ratio (VC), surface area (SA), partial mucosal volume (Vv), and percentage of
normal villi and villi with epithelial loss (PN and PEC, respectively). Data were subjected to
statistical assumptions and analysis of variance, and in case of significant differences, the means
were subjected to estimation of copper intake using polynomial regression. PN and PEC data
were assessed by the Chi-Square test. Histology indicated that there was an effect of the organic
copper inclusion levels on the intestinal segments. In the duodenal portion, there was a quadratic
effect only for CD, indicating a maximum point of 0.066 mg/bird/day. In the jejunum, copper
inclusion significantly affected (p<0.05) VH, VC, SA and Vv, with a quadratic effect and
estimates of 0.083; 0.083; 0.078 and 0.079 mg/bird/day of Cu-CAA intake. In the ileum, there
was an influence on VH, CD, VC, SA and Vv, with estimates of 0.074; 0.105; 0.041; 0.077 and
0.069 mg/bird/day. CW did not show a significant effect for any intestinal segment. For the PN
and PEC variables, all intestinal segments presented higher PEC values than PN, with Grade 3
alterations observed, mainly in the 0 and 7.5 mg/kg treatments. In general, the study revealed
that Cu-CAA supplementation positively influences the intestinal mucosa of chicks, promoting
alterations in the intestinal mucosa of laying hens and that diets free of it or with levels above
those studied can cause damage to the epithelium, such as loss of epithelium and connective
tissue, caused by dysregulation of mucosal cell turnover. Therefore, moderate levels of copper
supplementation complexed with amino acids at 3.0 to 3.5 mg/kg are recommended to optimize
the development and intestinal health of laying hens, avoiding damage to the epithelium and
dysregulation of cell turnover, aiming at a better absorptive response to dietary nutrients.

Keywords: Amino acid complex, intestinal function, histology, mineral
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1. INTRODUCAO

O ovo representa uma importante fonte nutricional para a populagéo, por apresentar perfil
de aminoacidos essenciais, vitaminas e minerais de alta qualidade, além de possuir facil
preparo, digestdo e absorcdo. A producdo de ovos ocorre mediante a criagdo de galinhas
poedeiras, um dos segmentos da avicultura industrial, sendo o nimero de ovos produzidos
reflexo do nimero de galinhas alojadas e por consequéncia, 0 nimero de pintainhas de postura
que sao eclodidas, criadas e recriadas.

Visando do aumento da producdo de alimentos, como o ovo, se busca de forma
sustentavel ganhos na produtividade, evoluindo a partir dos estudos voltados a composicoes
nutricionais das dietas para aves, pelo continuo avango genético e pelos fatores de criacdo e
desafios no desenvolvimento e salde das mesmas (Petek et al., 2010).

As primeiras semanas de uma galinha poedeira sdo cruciais para o seu desenvolvimento
como uma boa produtora de ovos, jA que este periodo, se caracteriza por intenso
desenvolvimento fisioldgico e grande demanda nutricional. Com a finalidade de dispor nutricdo
adequada para as aves, é indispensavel a utilizacdo de minerais (Sechinato; Albuquerque;
Nakada, 2006). Os minerais estdo presentes em varias concentracfes no organismo animal e
em todos os ingredientes utilizados nas formulagdes de racdes, e podem ser caracterizados como
macrominerais e microminerais, a depender da quantidade que s&o exigidos (Bertechini, 2021).

Dentre 0s microminerais essenciais, destaca-se 0 cobre, indispensavel ao processo de
ossificacdo, crescimento, formacdo do tecido conjuntivo, sistema imune, cofator enzimatico,
metabolismo energético e no transporte e absorcao de ferro. Contudo, na formulacéo das dietas,
sdo comumentemente utilizadas fontes inorganicas desses nutrientes, sendo adicionadas em
grande volume, como margem de seguranca, implicando em prejuizos ao meio ambiente,
devido a excrecdo do excedente ndo absorvido. Além dos problemas quanto a sustentabilidade,
0s minerais inorganicos, sao encontrados na sua forma idnica, que séo facilmente complexados
com outros componentes da dieta e podem apresentar relacdes de antagonismo com outros
minerais, fazendo com que reduza a biodisponibilidade. Como forma de contornar esses
obstaculos, se tem na industria atualmente, os minerais complexados, que sao fontes organicas,
mais biodisponiveis para absorcdo pela mucosa intestinal, por utilizarem as vias de absor¢édo
das moléeculas que as ligam (Goff, 2018).

Diversas pesquisam avaliam a eficacia da substituicdo das fontes inorganicas por fontes
organicas dos minerais, sobre o desempenho, qualidade de ovos e eficiéncia alimentar, contudo,
ha uma pequena quantidade de trabalhos avaliando o efeito do cobre de fontes orgéanicas na

nutricdo de poedeiras, especialmente estudos direcionados aos efeitos do cobre sobre a
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morfofisiologia da mucosa intestinal. Logo, a partir disso, hipotetiza-se que o cobre
complexado a aminoécidos pode promover melhorias no desenvolvimento da mucosa intestinal
e nas caracteristicas morfologicas de pintainhas. Considerando as propriedades bioquimicas e
estruturais do cobre nos processos metabdlicos, é plausivel que sua presenca na forma de
complexo aminodcido permita otimizar sua absorcdo e biodisponibilidade, que
consequentemente possa resultar em melhorias no desenvolvimento da estrutura e funcéo
intestinal, promovendo absorcdo mais eficiente de nutrientes, fazendo com que seja possivel a
producdo de uma pintainha bem desenvolvida e consequentemente uma futura poedeira

produtiva.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de niveis de suplementacdo do cobre organico, na forma de complexo
metal aminoacido sobre os parametros biométricos e morfologicos do duodeno, jejuno e ileo de

poedeiras em fase de cria.

2.2 Objetivos especificos
e Auvaliar o efeito de niveis de suplementacdo do cobre complexado a aminoacidos sobre
a altura do vilo, profundidade da cripta, largura da cripta, relacdo vilo:cripta, area de

superficie da mucosa, volume parcial e de integridade da mucosa intestinal
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Panorama da avicultura de postura no Brasil

O segmento industrial da producéo de aves no Brasil e no Mundo é conhecido como
avicultura moderna, devido a construcao ao longo das décadas do modelo mais tecnificado de
gerenciamento produtivo e econdmico, impulsionado pelas pesquisas cientificas em genética,
nutricdo, ambiéncia e manejo, para obter assim um sistema de larga escala, que permita a
producdo de proteina animal de alto valor bioldgico que atenda as condigdes dos mercados
consumidores.

Diante deste ponto de vista, os ovos de galinha sdo uma fonte acessivel e nutritiva, com
alto valor bioldgico e que desempenha importante papel nesse contexto. O ovo apresenta duas
finalidades na avicultura, a incubacdo (compreendendo a producdo a partir de matrizes e
gerando descendentes de linhagens comerciais para producdo de ovos e carne) e de consumo,
comumente denominados “ovos de mesa”. O ovo é um alimento natural, menos oneroso
comparado a outras fontes proteicas, e apresenta excelente qualidade nutricional e reduzido teor
caldrico. De acordo com a Organizacdo das Na¢6es Unidas para Agricultura e Alimentacao, em
2022, a producdo mundial de ovos de mesa atingiu 93 milhdes de toneladas, representando
aumento de 2,30% em relacdo ao ano anterior, assim como aumento de 1,94% no consumo
mundial em relagdo a 2021, isto devido a maior inclusdo no mercado, baixos indices de
restricdes nutricionais ao ovo e a mudanga da dieta da populagdo (FAO, 2022).

Atualmente, o Brasil ocupa a quinta posicdo entre os maiores produtores de ovos do
mundo, com o alojamento comercial de galinhas de postura de aproximadamente 131 milhdes
de animais, resultando em uma producéo de 53 bilhdes de ovos, sendo 99% de toda a produgéo
destinada ao abastecimento do mercado interno, em 2023. O aumento das taxas de exporta¢oes
brasileiras de ovos (considerando produtos in natura e processados), em 2023, atingiu a marca
de 1%, com incremento de 0,56% em relacdo ao ano anterior, sendo reflexo da atual conjuntura
mundial, pelo impacto causado e que segue causando pela disseminacao da Influenza Aviaria
em varios paises, assolando as plantas produtivas, o que favoreceu a presenca do Brasil no
mercado internacional ao longo do Gltimo ano (ABPA, 2024).

Em relacdo ao consumo de ovos, 2023 encerra com o consumo de 242 unidades/hab/ano,
apenas um ovo a mais ao contabilizado em 2022, contudo, ainda é inferior ao recorde ja
registrado para o Brasil, que chegou ao consumo de 257 ovos/per capita no ano de 2021 (ABPA,
2024). Este impulso no consumo do ovo, nos ultimos anos, vem mediante a mudanga dos

habitos alimentares, a versatilidade do produto e do aumento do preco de outras proteinas,
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contudo o consumo ainda é baixo, quando comparado a outros paises, como Japdo, Colémbia,
Mexico e Argentina (Capia, 2024).

Quanto aos estados nordestinos, em sua maior parte, ocorreu grande ampliacdo da
producdo de ovos, impulsionando sua contribuicdo ao mercado nacional, registrado em 2022
em 17,58% na producéo de ovos e 15,97% no alojamento de poedeiras. Em 2023, Pernambuco
foi a quarta maior unidade federativa no alojamento de pintainhas de postura, com
aproximadamente 7,89%, atrds apenas do Espirito Santo, Minas Gerais e S&do Paulo, com
28,85% (ABPA, 2024). O alojamento de pintainhas de postura e a quantidade de poedeiras
comerciais sdo intimamente relacionados, uma vez que, as pintainhas alojadas, com boa
nutricdo, ambiéncia, genética e manejo, serdo as futuras produtoras, que abastecerdo o mercado
consumidor. Com isso, para que seja possivel a busca por animais produtivos e eficientes na
fase de producdo, as fases iniciais tém sua importancia reforcada entre os diversos aspectos
ligados a criagdo de poedeiras, principalmente a nutricdo, sendo necessario o fornecimento
balanceado e adequado de nutrientes.

3.2 Minerais na nutricéo de poedeiras

Os minerais sdo classificados de acordo com a sua concentracdo nos tecidos do
organismo, em macro e microminerais e estdo envolvidos em elevado numero de rotas
metabdlicas e fisiologicas. Os macrominerais sdo aqueles exigidos em maior quantidade
nutricional (acima de 100 mg), como o célcio e o fosforo, e estdo relacionados com funcgdes
estruturais e fisioldgicas. Ja os microminerais ou minerais trago, sdo aqueles exigidos abaixo
de 100 mg, como o zinco, manganés, cobre e ferro, e desempenham normalmente funcGes
metabolicas, na resposta imune, como cofatores enzimaticos, reguladores hormonais e no
desenvolvimento e crescimento animal, e sdo mais dificeis em sua determinacdo devido sua
baixa concentracdo nos tecidos e pelas limitacdes de técnicas analiticas (Bao et al., 2010b;
Bertechini, 2021).

A utilizacdo metabdlica dos microminerais é dependente principalmente da sua absor¢éo
através da alimentacdo, que podem ser encontradas em diversos arranjos e formas quimicas e
que podem sofrer com as condicdes fisico-quimicas e estruturais do sistema digestivo das aves
e, consequentemente, podendo ndo serem absorvidos. As fontes de microminerais
comumentemente utilizadas na fabricacdo de ragdes, sdo aquelas tidas como inorganicas, na
forma de cloretos, 0xidos, sulfatos e carbonatos. As fontes inorganicas sao consideradas menos
biodisponiveis que as fontes organicas, ja que sdao mais suscetiveis a fatores da dieta, como

antagonismo e sinergismo com outros minerais, fatores antinutricionais, tipo de ligagéo,
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quantidade ingerida, formacdo de complexos insollveis, além do fator bioldgico do animal.
Com isso, 0s microminerais de fontes inorganicas sdo suplementados com grandes margens de
seguranca, a fim de se evitar deficiéncias clinicas, e, consequentemente, o teor de minerais
excretados € maior, gerando preocupacdes sobre 0s potenciais danos ambientais causados pela
contaminacg&o dos solos e lencdis freaticos, fazendo-se com que muita atengdo se tenha voltado
a melhoria da disponibilidade e aproveitamento total desses nutrientes. Assim, pesquisas
relacionadas ao uso de fontes organicas tém se expandido na area de nutricdo de animais nao
ruminantes (Mabe, 2001; Zafar; Fatima, 2018).

A Associagédo Oficial Americana de Controle de Alimentos (AAFCO, 2023), classifica e

define os minerais organicos em:

a) Complexo metal aminoacido: produto resultante da complexacéo de um sal metalico
solavel com aminodcido(s), sendo declarado o metal (Exemplo: manganés
complexado a aminoacidos).

b) Complexo metal aminoacido especifico: é o produto resultante da complexacéao de
um sal metélico soltvel com aminoacido especifico, sendo declarado ambos os
componentes (Exemplo: complexo cobre-lisina).

c) Quelato metal aminoé&cido: é o produto resultante da quelagdo de um sal metélico
solivel com aminoécidos, com um mol metélico para um a trés moles de
aminoacidos, para formar ligagdes covalentes coordenadas.

d) Quelato metal-MHA: quando ocorre a ligacdo de um sal metalico com &cido 2-
hidroxi-4-metiltiobutanoico (HMTBa), gerando um quelato de um mol de ion
metélico para dois moles de HMTBa, formando uma ligagdo covalente.

e) Complexo metal polissacarideo: é resultante da complexacgdo de um sal soltvel com
uma solucéo de polissacarideos. Formando uma molécula de ligacdo quimica fraca
e 0s minerais ficam envolvidos na matriz do polissacarideo promovendo protecéao
fisica contra a degradacdo no lumen intestinal.

f) Metal proteinato: € o produto resultante da quelacdo de um sal solivel com
aminoéacidos e/ou proteina parcialmente hidrolisada.

As defini¢bes dos minerais organicos citados, veem sendo adotadas desde 1990, contudo
com o passar dos anos, a AAFCO, traz em suas publicacdes oficiais novas propostas e revisoes
dos termos. O incremento das pesquisas com tais fontes minerais, é resultante dos beneficios
propostos por eles, como a maior biodisponibilidade por serem captados pelos carreadores das

moléculas organicas as quais se ligam, reducdo da competitividade com outros minerais e
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antagonistas dietéticos, como o &cido fitico e oxalatos e por serem mais estaveis ao pH do trato
gastrointestinal (Byrne; Murphy, 2022). Devido sua possibilidade acentuada de elevar a
disponibilidade dos minerais no organismo animal, diversos experimentos sdo conduzidos a
fim de descrever a biodisponibilidade e beneficios do uso de “minerais organicos”. Em estudo
utilizando células Caco-2 como modelo experimental para avaliacdo da absor¢do do cobre,
pesquisadores verificaram que os aminodcidos facilitam o transporte do cobre, quando
complexados ao ion metalico, partindo-se do pressuposto que a absorcdo ocorre pelos
transportadores dos aminoacidos (Gao et al., 2014). Sauer et al. (2017) utilizando 0 mesmo
modelo celular, observaram que as fontes de zinco complexado a aminoécidos se sobressaem
as fontes inorganicas, aumentando a disponibilidade de Zn. Além disso, 0s pesquisadores
concluiram também que as fontes organicas descritas, ndo foram afetadas pela presenca de altos
niveis de acido fitico, ja que nos estudos de Lonnerdal et al. (1988) demonstram que a absorcao
mineral é inversamente correlacionada com a concentragdo de fitato na dieta, formando
complexos insollveis.

Gheisari et al. (2011) comparando a suplementacdo de diferentes niveis de manganés,
zinco e cobre de fonte inorganica e organica, na producdo e qualidade de ovos de poedeiras,
concluiram que, em niveis de suplementacdo menores que as fontes inorganicas, as fontes
organicas melhoraram o desempenho da producdo e a qualidade dos ovos. Assim como, Li et
al. (2019) trabalhando com Zn sulfato e Zn metionina, concluiram que a utilizacdo de Zn
metionina em 80 mg kg? reduz o consumo médio diario de racio e melhora a conversio
alimentar, com efeito significativo para aumento do peso do ovo, altura de albimen e unidade

Haugh.

3.3 Cobre na nutricédo de aves de postura

Os minerais sdo vitais para todas as funcdes metabodlicas e bioquimicas do organismo
animal, e dentre 0os microminerais, o cobre (Cu) é um dos citados como essencial na nutrigéo,
promovendo o crescimento normal, bom funcionamento do sistema nervoso, cofator
enzimatico, assim como atuacdo na regulacdo do sistema imunolégico e circulatorio (Suttle,
2010). Sua essencialidade foi registrada pela primeira vez a partir dos estudos de Hart e
Elvehgjem (1928) em experimentos com ratos, onde puderam verificar importancia para o
crescimento e formacdo da hemoglobina a partir de distarbios clinicos como a anemia. Alem
disto, a teoria foi comprovada por McHargue, em 1926, em suas pesquisas utilizando dietas

purificadas para ratos de laboratorio.
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Como um micronutriente necessario, o cobre demonstra sua importancia a partir das
fungBes metabdlicas e estruturais, como cofator enzimtico, indispensivel para o
funcionamento de enzimas como a citocromo c-oxidase, superéxido dismutase | (SODI), lisil-
oxidase, ceruloplasmina e ferroxidase Il (Hashimoto; Kambe, 2015).

A citocromo c-oxidase é o ultimo complexo proteico da cadeia transportadora de elétrons,
proteina da membrana mitocondrial, responsavel por parte do processo de respiracdo celular,
catalisando a reducdo do oxigénio molecular em &gua e formando a adenosina trifosfato (ATP).
A enzima apresenta em sua composicdo para o bom funcionamento trés &tomos de cobre e atua
principalmente no figado, cérebro e coracdo (Leary et al., 2013).

A superoxido dismutase | faz parte do complexo enziméatico antioxidante do organismo
das aves, atuando na defesa intracelular e extracelular sobre os radicais livres do organismo,
que capturam os elétrons através do processo de reducdo e podem causar danos celulares ao
organismo. Presente principalmente no figado, o Cu € o elemento traco que atribui a capacidade
catalitica a enzima e sem a presenca do mineral, a atividade enziméatica é comprometida. A
SOD1 é uma enzima cuprodependente e zinco-dependente, logo se perfazendo necesséria a
presenca de Cu e Zn para que a enzima exerca a sua funcdo. Com isso, em estudos com frango
de corte, Azad et al. (2017), verificando a atividade enzimatica da SOD1 sobre o nivel de
suplementacdo de Zn e a fonte mineral, observaram maior atividade hepatica e plasmatica
quando os niveis foram de 50 mg/kg independente da fonte mineral, contudo, foi maior quando
utilizado zinco de fonte organica (Zn-Metionina), que proporcionou aumento na atividade da
SOD1 a nivel de pancreatico. Também foi constatado uma supressédo da atividade da SOD1 nas
aves alimentadas com alto teor de suplementagéo de Zn (80 mg/kg), sendo justificado por haver
uma diminuicdo da disponibilidade do ion de cobre, devido ao aumento da metalotioneina no
figado e pancreas, se ligando ao cobre nesses tecidos.

A lisil oxidase € uma amina oxidase cobre-dependente que utiliza a lisina existente na
matriz extracelular, colageno e elastina para a sintese de matrizes de tecido conjuntivo
principalmente nos ossos das poedeiras (Lucero; Kagan, 2006). Segundo Berwanger et al.
(2018), em poedeiras na fase de producdo, a lisil oxidase possui alta atividade na regido do
istmo no oviduto, contribuindo para a formagdo das membranas interna e externa dos ovos, ja
que sdo constituidos por colageno e proteinas. Medeiros (2016) relata tambem que, quando ha
uma deficiéncia nos niveis de Cu, pode ocorrer diminui¢do da atividade da enzima e essa
reducdo resulta em menor resisténcia a torgdo na tibia de pintos de corte (Opsahl et al., 1982).

Um importante marcador do teor de cobre no organismo é a ceruloplasmina, enzima

oxidase sintetizada no figado e secretada para o plasma sanguineo, representando cerca de 95%
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do cobre encontrado no plasma de animais vertebrados, por conter aproximadamente sete ions
de cobre ligados a sua estrutura, aos quais podem ser transferidos para os tecidos (Roberts,
2012). Este complexo enzimatico atua principalmente como transportador de cobre até 6rgaos
como coracdo, cérebro e 0ssos, para ser incorporado a outras enzimas cobre-dependentes que
atuam no sistema antioxidante e no metabolismo do ferro (Fe). Também chamada de
ferroxidase 1, a ceruloplasmina converte o ion Fe?* da ferritina em fon Fe3* da transferrina, com
auxilio da ferroxidase Il (Harris et al., 1995). Além da ceruloplasmina, outra ferroxidase
dependente de Cu é essencial no metabolismo do ferro, a hefaestina, responsavel pelo transporte
basolateral de Fe nos enterdcitos duodenais (Kuo et al., 2004).

Deste modo, o cobre estd presente em metaloenzimas que fazem parte da respiracao
celular, acdo antioxidante, neurotransmissdo, sintese de tecidos e em outros processos
metabolicos, como o metabolismo do ferro. N@o s6 apenas em sistemas enzimaticos, muitas
outras fungdes do Cu se destacam, tais como importante agente de pigmentacéo das plumas e
penas, desenvolvimento e crescimento dsseo e na formacgédo de hemoglobina (Gattas; Barbosa,
2004). E crucial ressaltar que o cobre é utilizado como substituto a antibidticos e promotores
de crescimento para frangos de corte e suinos. Xia, Hu e Xu (2005) avaliando a adic¢éo de cobre
inorgénico, observaram reducdo da contagem de bactérias E. coli e Clostridium spp, além de
exercer funcdo estimulante sobre bactérias benéficas no organismo de suinos e frangos, sendo
destacado pelos autores, o impacto positivo sobre os leitdes em fase de transi¢do entre a
maternidade e a creche.

Na deficiéncia do cobre, as principais manifestacoes clinicas incluem anemia, reducéo do
volume corpuscular, reducdo da concentracdo de hemoglobina, diarreia, desordens ésseas,
alteracOes nervosas e cardiovasculares, falhas reprodutivas e perda de pigmentacdo. Em aves é
possivel observar também, hipertrofia do coracéo, deformidades e reducao da resisténcia 6ssea
e maior incidéncia de ovos sem casca ou com formato e textura anormais. A deficiéncia de
cobre pode ser causada, também, como resultado de altos niveis de antagonistas desse elemento
na dieta, como o zinco, devido a competi¢des pelo sitio de ligacao para absorcdo (Mcdowell,
1992).

A suplementacio excessiva de cobre ocasiona desordens fisioldgicas e metabélicas. E
possivel observar na literatura que em aves alimentadas com dietas com elevados niveis de
cobre, ocorreu reducdo do consumo de racdo e na producdo de ovos, constatando que niveis
acima de 1000 ppm, ocasionam a interrupcdo completa da postura, depressdo do consumo,

reducdo do volume lipidico no sangue e figado. Logo, tanto a deficiéncia, quanto o excesso
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deste mineral, pode gerar consequéncias irrefutaveis no desenvolvimento das aves e no sistema
de producéo (Jackson, 1977; Gilbert; Sander; Brown, 1996).

3.4 Absorcao e metabolismo do cobre

O cobre fornecido na dieta dos animais, se encontra na maioria das vezes na forma clprica
(Cu?"), contudo, apenas fons na forma cuprosa (Cu*) sdo absorvidos. A absorco do cobre é
realizada em varios locais do trato gastrointestinal, em ruminantes por exemplo, o local de
absorcéo € no duodeno e jejuno, ja em suinos pode ocorrer no estdbmago e no duodeno. Nas
aves, a absorcdo do cobre pode ocorrer no proventriculo, mas seu principal centro absortivo é
o0 intestino delgado, o pH no proventriculo auxilia no processo de solubilizagdo dos ions,
facilitando no processo de absorcéo (Bao et al., 2010a).

A absorcdo do Cu no organismo se da por difusdo paracelular, devido a diferenca de
potencial elétrico através das jungdes estreitas dos enterécitos, criada pelo teor de sédio (Na*)
do espaco intersticial, contribuindo para essa absorgdo. O Cu?* solubilizado no proventriculo,
ao chegar na borda da escova e com acéo das metaloredutases, é reduzindo a Cu® (Arredondo;
Nufiez, 2005).

Apobs o processo de reducdo do ion, o Cu* se liga a proteina transportadora de cobre
(CTR1) na membrana apical do enterdcito ao qual consegue atravessar a membrana, contudo,
apesar da maior especificidade do Cu pelo transportador CTR1, a absorcao desse nutriente pode
ocorrer por outros transportadores ndo especificos, como o transportador de metais divalentes
(DMT1), sendo utilizado de forma secundaria por possuir baixa afinidade ao cobre e
ocasionalmente aumentar 0 antagonismo com outros minerais, como Zn e Fe (Prohaska, 2008).
Uma vez que o cobre se encontra no citoplasma, este elemento na forma livre, se apresenta com
potencial risco celular, podendo causar danos oxidativos. Como forma de protecdo da célula
intestinal, o cobre intracelular se liga a proteinas especializadas que atuam levando o cobre para
enzimas e organelas especificas, as metalochaperonas, como a antioxidante 1 (ATOX1). A
proteina chaperona se liga ao Cu* e o transporta através do citosol celular até o complexo de
Golgi, onde o cobre sera realocado para outro transportador, a ATP7A, durante o processo de
direcionamento, a ATOX1 pode fornecer ions de Cu* para enzimas, como a superéxido
dismutase e a hefaestina. ATP7A ¢é conhecida como proteina de Menkes, sendo uma ATPase
transmembrana que utiliza a energia da hidrolise do ATP para o transporte de Cu, sendo sua
maior expressao no intestino e transporta seis moléculas de cobre (Tumer; Mgller; Horn, 1999).

A ATP7A é incorporada a uma membrana de uma vesicula no complexo e translocada

até a membrana basolateral, ambas as membranas se fundem. A proteina ligante ao transporte
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do cobre (ATP7A), possui em sua composicdo, oxidases, que atuam na oxidacdo do Cu",
formando novamente Cu?* para que seja liberado das células intestinais a corrente sanguinea,
via circulacdo portal (Figura 1). Na circulacdo, o cobre difundido € ligado principalmente a
albumina ou a transcuprina, mas também pode ser encontrado ligado em aminoacidos, como a

histidina, sendo transportados até o figado (Goff, 2018).
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Figura 1. Mecanismo de absorcdo do cobre pela mucosa intestinal. Cu?* (circulo vermelho), Cu* (circulo verde),
metaloredutases (R). (Fonte: Adaptado de Goff, 2018).

Em situacdo de niveis adequados de cobre e de reserva do ion, os enterdcitos comegam
a producdo de metalotioneinas (MT), que capturam os ions de Cu*, ficando retido no enterdcito,
sendo liberado lentamente no citosol para que a ATOX1 realize o transporte. Esse processo, €

importante para evitar a possivel oxidacdo da célula intestinal e consequente perda (Figura 2).

o
°. =

[
°

b S
Mucosa intestinal L o

@ \, Metalotioneina

g™

~ ¥

ATOX1 —_
BEE =%~ o
4

ATP7A
6 Cu® ATP7A

(]
Albumina o > ()
® 9

Figura 2. Acio das metalotioneinas na absorgdo do cobre pela mucosa intestinal. Cu?* (circulo vermelho), Cu*
(circulo verde), metaloredutases (R). (Fonte: Adaptado de Goff, 2018).
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A maior parte do Cu na circulacdo, é captado pelos hepatdcitos que novamente com o
maquinario da Cu redutase, converte o Cu?* em Cu* que ¢ absorvido pelo CTR1 através das
membranas dos hepatdcitos. O cobre hepatico é a principal forma de utilizacao para formacéo
de diversas enzimas, como a superoxido dismutase 1 e citocromo c-oxidase. Além disso, no
figado ocorre a formac&o de proteinas e aminoécidos, como por exemplo a ceruloplasmina (Pal
et al., 2010). Para exportagdo de ions de Cu para outros tecidos, ocorre processo semelhante ao
que ocorre nos enterocitos, sendo através da acdo das metalochaperonas movendo o Cu para a
transmembrana do complexo de Golgi dos hepatdcitos, onde sera transportado pela ATPase
(ATP7B) (Linder, 2016). O figado é o o6rgdo responsavel pela homeostase do cobre no
organismo, local onde o mineral pode permanecer armazenado quando absorvido em grandes
guantidades, permanecendo ligado a metalotioneina e as metalochaperonas. O excesso €
eliminado pelo polo canalicular do hepatécito, sendo posteriormente excretado na bile, ndo
sendo reabsorvida pelo epitélio intestinal das aves e diretamente eliminado nas fezes (Goff,
2018).

Esse processo de absorcdo e metabolismo é descrito como altamente eficiente, no qual
cerca de 40 a 60% do cobre soluvel livre da dieta consegue atravessar a membrana apical das
células do estbmago e do epitélio intestinal. Contudo, as interacBes metabolicas entre 0s
minerais e outros compostos sao muito frequentes e, consequentemente, podem sofrer com
fatores que interferem no processo de absorcdo. A formacdo de complexos insollveis,
competicdo dos ions pelas mesmas vias metabdlicas, complexacdo dos ions por agentes ligantes
e competicdo pelo mesmo sitio de ligacdo, sdo apenas alguns dos fatores descritos por Suttle
(2010). Um exemplo desses efeitos, € o antagonismo entre o Cu e o Fe, pois ambos o0s ions
competem por sitios de ligacdo a partir da mucosa intestinal, principalmente 0o CTR1 e DMTL.
Associado a isto, temos o acido ascérbico, que indiretamente, promove maior mobilizacao e
absorcdo do Fe, convertendo-o para sua forma férrica, aumentando sua concentracdo na
corrente sanguinea e, consequentemente, no figado, fazendo com que a absor¢do do Cu seja
reduzida, acarretando anemia devido aos baixos niveis de cobre, ndo formando a
ceruloplasmina. O fornecimento desbalanceado desses minerais ou de forma excessiva, pode
ocasionar problemas na reducfo da biodisponibilidade, gerando sintomas de deficiéncia. E
observado que dietas ricas em ferro acarretam o desenvolvimento de anemia por deficiéncia de
cobre, acompanhando assim diversas alteragfes sisttémicas. Ha, Doguer e Collins (2017)
estudando a absor¢do in vivo, demonstraram que a carga de ferro perturba a regulagédo
homeostatica da absorcdo do cobre dietético e prejudica a distribui¢do do cobre nos diferentes

tecidos de ratos de camundongos.
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Outro elemento mineral que apresenta efeitos antagdnicos com o Cu € o Zinco (Zn). O
Zn é o micromineral ativador priméario da metalotioneina nos enterdcitos, que se liga aos ions
livres de Zn no citosol celular e, posteriormente, sequestra os ions livres de Cu. Contudo, quanto
maior a suplementacdo de Zn na dieta, mais acentuada é a producdo da enzima ligante,
resultando na ndo sele¢édo do sequestro e ocasionando maior sequestro do Cu absorvido, devido
a maior afinidade por esse mineral (Goff, 2018; Su et al., 2018).

Como solucéo para reduzir o antagonismo mineral e possiveis alteraces na absorcdo do
cobre, se da a utilizacdo do cobre complexado a aminoacidos, fazendo com que o mineral seja

captado e absorvido na mucosa intestinal pelos transportadores dos aminoacidos.

3.5 Desenvolvimento da mucosa intestinal

Com o avanco tecnologico da genética, a cada nova geracdo formada, as poedeiras sdo
desenvolvidas para serem mais precoces, produtivas, consumirem menos alimento e,
consequentemente, produzirem mais ovos e, portanto, serem descartadas tardiamente, com
idades em torno de 90 a 100 semanas. A busca pela maior permanéncia na postura e pelo melhor
desempenho na fase de producéo, exige bom desenvolvimento da franga nos periodos de cria e
recria, sendo caracterizadas como as fases de crescimento e desenvolvimento, um processo
descontinuo e multifasico (Lara; Amaral; Triginelli, 2019).

A fase de cria € definida pelas cinco semanas iniciais, ao qual ocorre a primeira onda de
crescimento, caracterizada principalmente pelo desenvolvimento dos érgdos do sistema
esquelético, digestdrio e imunoldgico. Posteriormente, a fase de recria, € marcada pelo evento
fisioldégico de maior importancia para a poedeira, o desenvolvimento do sistema reprodutor,
dando continuidade na fase de pré-postura. Assim as aves com deficiéncias no desenvolvimento
corporal durante as fases iniciais resultam em poedeiras menos produtivas e que produzem ovos
de menor tamanho (Kras et al., 2013).

As fases iniciais sdo marcadas por alta sensibilidade a fatores estressantes, como o
transporte, recebimento, alojamento e manejo, ocasionando maior suscetibilidade a doencas.
As pintainhas dependem do sistema imune inato como linha de defesa imunoldgica nos
primeiros dias de vida, além dos anticorpos maternos que sdo depositados no ovo, durante a sua
formacdo. A resposta imune inata consiste em respostas celulares por macrofagos, células
dendriticas, heterofilos e células natural killers associadas no organismo desde a fase de
incubacdo. Com a ecloséo, as pintainhas sdo vacinadas, e por sua vez, estimula a resposta imune

especifica, através da producdo de anticorpos e compostos anti-inflamatorios (Lamot, 2017).
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O cobre participa de importantes rotas na inibicdo da inflamac&o, a partir da sintese de
prostaglandinas e na conversdo do acido araquidonico, sendo utilizado como alternativa aos
antibioticos que afetam o desenvolvimento do desempenho de frangos e poedeiras, ja que
ocasionam alteracdes metabolicas como o estresse imunolégico (Scott et al., 2018). Contudo,
para que o Cu atue no organismo dos animais, participando de diversos processos enzimaticos,
para producao e mantenca, este elemento precisa ser absorvido, através do trato gastrointestinal.

A formacao do trato gastrointestinal tem inicio ap0s as primeiras 24 horas de incubacao.
No quinto dia de vida embrionéria, ocorre a diferenciacdo das cavidades orais e gastricas, e
inicio da formag&o do proventriculo e moela. Ao 14° dia de embrido, inicia a introdugdo do
intestino na cavidade abdominal juntamente com a gema, que permanecera internalizada apés
a eclosao, servindo de fonte nutricional ao pintinho. A taxa de crescimento do intestino delgado
é superior ao dos demais 6rgaos do organismo animal, podendo chegar a 3,5% do peso do
embrido aos 18 dias de incubagdo, contudo, diversos fatores podem influenciar o seu
desenvolvimento (Uni et al., 2003). Neste momento, as vilosidades intestinais podem ser
divididas em duas principais fases, vilosidades maiores (apresentando formatos digitiformes) e
vilosidades menores (sdo curtas, estreitas e com formato pontiagudo), sendo, a partir do décimo
nono dia de incubacéo, as vilosidades passam por uma nova fase de desenvolvimento, que
incluem a diferenciacdo dos enterdcitos e a definicao das criptas, mediante a absor¢édo do fluido
amni6tico, gema e pelas mudangas hormonais (cortisol, horménios tiroidianos e fatores de
crescimento). Ozaydin e Celik (2012) consideram que essas mudancas celulares que ocorrem
na fase final de incubacdo, é a transicdo adaptativa a nutri¢cdo exdgena. Aos 21 dias de incubacéo
ocorre 0 aumento no namero de células caliciformes ao longo das vilosidades, em todos os
segmentos do intestino delgado aos quais passam a produzir mucinas; a partir deste estagio, o
intestino atua como sistema imunoldgico secundario, com a producdo da mucina &cida, que
funcionam como muco protetor contra patdgenos no intestino (Uni et al., 2000, 2003).

Na eclosdo, o sistema digestorio esta anatomicamente completo, porém sua capacidade
funcional ndo permite ainda adequada digestdo e absorcéo de todos os nutrientes (Maiorka et
al., 2004), sendo formado por um tubo oco, fibromusculoso, constituido por tunicas
concéntricas, denominadas de mucosa, submucosa, muscular e serosa, e 0 seu desenvolvimento
esta sob a dependéncia de fatores nutricionais, ambientais e fisioldgicos.

Morfologicamente o intestino delgado é segmentado em duodeno, jejuno e ileo, e
apresenta em sua mucosa as vilosidades e as criptas. Os vilos sdo estruturas revestidas por
epitélio simples, constituido por células caliciformes, epiteliais e enteroenddcrinas. As células

caliciformes, como retratado anteriormente, produzem muco que atuam no sistema imune, mas
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também protege o epitélio intestinal da agdo das enzimas digestivas, principalmente na regido
do duodeno, devido atividade do pancreas. As células epiteliais ou enterdcitos, atuam como
responsaveis pela digestéo a nivel de membrana, funcionando como uma barreira para absorcao
das moléculas e atuam na secrecdo enzimatica. Por fim, as células enteroendocrinas sdo
responsaveis pela secre¢ao de hormonios peptidicos que regulam a digestéo e absorcédo (Boleli;
Maiorka; Macari, 2002; Maiorka et al., 2004). As criptas de Lieberkuhn s&o estruturas
tubulares, simples, formadas por invaginacdes do epitélio entre as bases das vilosidades
adjacentes, e sdo responsaveis pela proliferacéo celular e pela renovacao celular das vilosidades.

A manutenc&o e o desenvolvimento da mucosa intestinal ocorrem durante toda a vida do
animal, através de eventos citoldgicos e maquinarios fisioldgicos eficientes, ocorrendo por
processos de perda e renovacdo celular. Esses eventos sdo constantes e responsaveis pela
manutencdo do tamanho e do numero de vilosidades, o que mantém a capacidade digestiva e
absortiva do intestino (Boleli; Maiorka; Macari, 2002). O desenvolvimento e a integridade da
mucosa intestinal podem ser mensurados pelo aumento da altura dos vilos, profundidade das
criptas e pelas suas relacdes.

Ja se é sabido que, além dos fatores fisioldgicos naturais do intestino, 0s nutrientes
dietéticos, a forma fisica do alimento e até mesmo os fatores antinutricionais presentes nos
ingredientes atuam sobre os aspectos morfol6gicos da mucosa intestinal, como altura das
vilosidades, profundidades das criptas, area de absorcdo e suas relagdes (Sagher et al., 1991;
Jin et al., 1994). As varidveis morfologicas do intestino permitem avaliar a dindmica da
homeostase celular da mucosa, sendo possivel observar aumento ou reducdo na proliferacdo
celular, na taxa de extrusao das células epiteliais, atrofia das vilosidades, hiperplasia das criptas,
sendo assim relacionado a reducdo da capacidade digestiva e absortiva da mucosa intestinal
(Pluske et al., 1997).

Ainda se tratando do sistema digestério, o pancreas e o figado se apresentam como
glandulas anexas no sistema e sdo 6rgdos coadjuvantes na digestdo, absorcdo e metabolismo
dos nutrientes. O pancreas, estd localizado entre as algas duodenais e é responsavel pela
producdo enddcrina de insulina e glucagon e fungdo exdcrina, com a producdo de enzimas
pancreaticas que atuam na digestdo dos nutrientes. Assim como em mamiferos domésticos, nos
frangos de corte e galinhas poedeiras, o figado é considerado o centro metabolico do organismo,
envolvido em uma série de fungdes anabdlicas, catabolicas e homeostaticas, responsavel pela
maior parte dos processos de sintese, excrecdo e desintoxicacdo. Desempenha importante papel
a digestdo, metabolismo e armazenamento de nutrientes, como por exemplo, na producgéo de

bile para a digestdo de lipideos, uma vez que o contetdo biliar ¢ desemborcado na alga
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descendente do duodeno, a partir da vesicula biliar, proximo aos ductos pancreaticos. Em
poedeiras, o figado é responsavel pela sintese das matérias primas para a formagdo da gema, no
ovario (Lucas; Denington, 1956; Zaefarian et al., 2019).

As atividades conjuntas dos 6rgdos do sistema digestorio, mediante o consumo de
alimentos, promovem modificagdes no organismo, como relatado por Uni, Noy e Sklan (1995),
que observaram aumento na secrecdo das enzimas pancreéticas, possivelmente em resposta ao
aumento dos nutrientes no intestino delgado. Esse aumento da digestdo, proporcionou maior
disponibilidade de nutrientes passiveis a serem absorvidos e, consequentemente, estimulo para
o0 desenvolvimento da mucosa intestinal, como fator adaptativo para aumento da area absortiva.
As alteragBes morfoldgicas na mucosa intestinal estdo diretamente relacionadas com o
aproveitamento da dieta e ocasionalmente causa efeito sobre o desempenho produtivo dos
animais (Rostagno, 2020).

Silva (2020) estudando fontes de microminerais sobre a histologia intestinal de poedeiras
com 78 semanas de idade, observou que 0s animais que consumiram as dietas com
suplementacdo de minerais organicos apresentaram resultados superiores de altura de vilo e
profundidade de cripta comparados a aqueles alimentados com minerais de fonte inorganica.
El-Sharawy et al. (2022) estudando diferentes niveis de cobre em bagres listrados,
demonstraram que o figado apresentou efeito linear no acumulo de cobre, para 0s niveis
utilizados, além de observarem formacdo regular do epitélio intestinal e maiores vilosidades,
sendo indicativo de melhoria da salde intestinal resultante da alta capacidade de digestdo e da

imunidade intestinal ativa.

4. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos realizados nesse estudo foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) sob o
protocolo n® 6000110221.

4.1 Instalages e delineamento experimental

Um total de 648 pintainhas de postura da linhagem Dekalb White com um dia de vida e
peso médio de 37,93+0,10 g, foram distribuidas em 36 gaiolas de arame galvanizados com
pintura eletrostatica, equipadas com comedouro tipo calha e bebedouro automatico tipo copo.
As gaiolas experimentais possuiam dimensdes de 50 cm de largura, 50 cm de comprimento e
80 cm de altura, proporcionando uma densidade de alojamento de 222 cm?ave, respeitando o

recomendado pelo manual da linhagem. O periodo experimental compreendeu a fase de cria,
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de 1 a 35 dias de idade e durante todo o periodo o fornecimento de 4gua para os animais foi ad
libitum, enquanto o consumo de racdo foi ajustado semanalmente conforme a necessidade
nutricional.

As aves foram vacinadas ainda no incubatdrio contra a doenca de Newcastle, doenca de
Marek e doenca de Gumboro, e durante o periodo de criacdo foram submetidas a vacinagéo e
doses de reforco contra os principais desafios sanitarios (bronquite infecciosa das galinhas,
doenca de Newcastle, pneumovirose, bouba aviaria, encefalomielite aviaria e coriza infecciosa
das galinhas). O programa de luz adotado foi 0 recomendado pelo manual da linhagem, sendo
na primeira semana de vida as aves foram submetidas a 23 horas de luz, para adaptacdo as
instalagBes e como estimulo ao consumo de ragdo e agua, reduzindo posteriormente uma hora
diaria até permanecerem com luz natural de 12 horas. As médias de temperatura e umidade
relativa foram registradas com Dataloggers (HOBO U12-012) e termo-higrémetros digitais
(Incoterm), no interior do galpdo experimental, sendo: 32,4°C e 60,99% na primeira semana;
29,9°C e 66,12% na segunda semana; 29,9°C e 69,97% na terceira semana e 28,48°C e 74,51%
na quarta semana; 27,6°C e 74,1% na quinta semana.

As aves foram distribuidas em delineamento inteiramente casualizado, em seis
tratamentos e seis repeti¢des, com 18 aves por parcela experimental. Os tratamentos consistiram
em dietas experimentais isonutritivas e isoenergéticas, variando na inclusdo de cobre, na forma
de complexo metal aminoécido (Cu-CAA) em 0, 1,5, 3,0, 4,5, 6,0, 7,5 mg/kg. Os niveis de
inclusdo do complexo foram baseados a partir do nivel de referéncia de 10 mg/kg do cobre
inorganico como recomendado pelo manual da linhagem (Dekalb White — Nutrition Guide,
2020), logo correspondendo a 0, 15, 30, 45, 60 e 75% do nivel de referéncia. O cobre utilizado
no estudo é um complexo com relagdo de 1:1 com os aminoacidos alanina, arginina, acido
aspartico, acido glutdmico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, tirosina e valina.

As dietas experimentais foram formuladas de acordo com as exigéncias nutricionais do
manual da linhagem, e o premix mineral utilizado foi composto por zinco, manganés, cobre,
ferro e selénio (fontes organicas) e iodo (fonte inorganica). Todas as dietas experimentais
apresentaram inclusdo de 600 FTU/kg da enzima comercial fitase (ABVista — Quantum Blue)
(Tabela 1 e 2).



Tabela 1. Composicgéo calculada dos premixes mineral.

Nivel de incluséo de cobre complexo aminoacido (mg/kg)

Mineraist
0 15 3,0 4,5 6,0 7,5

Zinco 0,0500 0,0500 0,0500 0,0500 0,0500  0,0500
Manganés 0,0797 0,07967 0,0797 0,0797 0,0797  0,0797
Cobre 0,0000 0,0015 0,0030 0,0045 0,0060  0,0075
Ferro 0,0450 0,0450 0,0450 0,0450 0,0450  0,0450
Selénio 0,0225 0,0225 0,0225 0,0225 0,0225  0,0225
lodo 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,000 @ 0,0001
Inerte? 0,0077 0,0062 0,0047 0,0032 0,0017  0,0002
Total 0,2050 0,2050 0,2050 0,2050 0,2050  0,2050

tAvaila Zn: 120g/kg de zinco, Availa Mn: 80 g/kg de manganés, Availa Cu: 100 g/kg de cobre, Availa Fe: 100
g/kg de ferro, Availa Se: 1000 mg/kg de selénio. lodato de calcio: 62,8% de iodo. ? Areia lavada.

Tabela 2. Composicédo das dietas experimentais para pintainhas poedeiras.

Ingredientes, %

Milho 58,884
Farelo de soja 35,682
Oleo de soja 1,444
Calcario calcitico 1,652
Fosfato Bicalcico 1,200
Bicarbonato de sédio 0,200
Sal Comum 0,290
DL-metionina 99 0,271
L-treonina 98,5 0,013
Premix mineral 0,205
Premix vitaminico! 0,150
Fitase? 0,006
Total 100,000
Composic¢do quimica, %

Energia metabolizavel, kcal/kg 2975,00
Proteina Bruta® 22,69
Matéria Seca® 88,12
Matéria Mineral® 6,59
Fésforo 0,46
Calcio 1,05
Sédio 0,18
Potassio 0,84
Cloro 0,24
Lisina digestivel 1,01
Metionina digestivel 0,55
Metionina + Cistina digestivel 0,84
B. eletrolitico, mEqg/kg 225,71

Lvitamina A (min): 9.000.000,00 Ul/kg, Vitamina D3 (min): 2.500.000,00 Ul/kg, Vitamina E (min): 20.000,00
Ul/kg, Vitamina K3 (min): 2.50 g/kg, Vitamina B1 (min): 2.0 g/kg, Vitamina B2 (min): 6.0 g/kg, Vitamina B6
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(min): 3.0 g/kg, Vitamina B12 (min): 15.000,00 meg/kg, Niacina (min): 35.00 g/kg, Acido Félico (min): 1.50 g/kg,
Acido pantaténico (min): 11.00 g/kg, Biotina (min): 0.10 g/kg. 2 Fitase (min) 10.000 FTU/g; Valores analisados
segundo metodologia de Detmann et al. (2021).

4.2 Eutanésia e coleta de material bioldgico

Aos 35 dias de idade, uma pintainha por parcela experimental foi selecionada, de acordo
com o peso corporal médio final para a fase (347,83 g). As aves foram eutanasiadas pelo método
de deslocamento cervical de acordo com a resolucdo normativa n°® 37/2018 do CONCEA,
realizado por profissional experiente e capacitado. Apds eutanésia, os animais foram levados a
laboratorio e realizada incisdo na parede abdominal para acesso a cavidade e assim realizado a
coleta do intestino. Foram coletados dois fragmentos de cada porcao do intestino. As amostras
de duodeno foram obtidas na porcdo descendente da alca duodenal, o jejuno foi coletado
fragmentos em uma regido de 5 centimetros de distancia do diverticulo de Meckel como
referéncia e, por fim, as amostras de ileo foram obtidas em uma regido de distancia de 5
centimetros da juncéo ileo-colén-cecal.

Todos os fragmentos foram clivados em 40 mm e dispostos de forma aberta, lavados com
agua destilada para remocéo do contetdo intestinal e acondicionados em recipientes contendo
formol a 10% para fixagé&o.

4.3 Processamento histologico

O processamento histologico foi realizado no Laboratério de Patologia Animal,
utilizando as metodologias descritas por Junqueira e Carneiro (2018). Apds fixacdo, 0s
fragmentos foram clivados em porg¢des menores de 15 mm de comprimento e acondicionados
em cassetes histolégicos identificados. O material foi desidratado por submersdo em crescentes
concentracgdes de alcool (70 a 100%), clarificados em xilol absoluto e impregnados em parafina
em estufa a 60°C. Naemblocagem, foi utilizado o incorporador modular da Leica (EG 1150H),
onde os fragmentos foram emblocados em parafina histoldgica derretida a 70°C e em seguida
foram submetidos a microtomia para obtencao de cortes semi-seriados de 5 pum de espessura,
com auxilio do micr6tomo automatico Leica Histocore Autocut, especifico para corte de tecidos
em parafina, sendo obtidas fitas com 6 cortes, as quais foram transferidas para o banho-maria a
40°C. Os cortes foram distendidos na superficie da agua, sendo desprezado os cortes iniciais e
finais da fita, sendo capturados e dispostos em laminas apenas 0s cortes centrais, e assim
obteve-se duas laminas por segmento intestinal, com dois cortes, totalizando 216 laminas.

Para coloracdo, as laminas foram desparafinadas em estufa a 60°C por aproximadamente
12 horas e posteriormente submersas em dois banhos de xilol por 10 minutos cada. Em seguida,

as laminas foram submetidas a hidratagéo por uma série decrescente de alcoois (100 a 70%) por
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2 minutos em cada banho e posteriormente lavadas em agua destilada por 6 minutos. As laminas
foram coradas com hematoxilina de Meyer por 30 segundos, lavadas em &gua corrente em baixa
pressdo por 10 minutos e posteriormente submersas em eosina amarelada por 2 minutos. Apos
a coloracdo, os tecidos nas laminas foram desidratados em uma série de alcoois, 70% por 1
minuto, 90% por 1 minuto e dois banhos de 100% por 3 minutos cada, e por fim, dois banhos
em xilol por 5 minutos em cada banho. A montagem das laminas foi realizada com laminula e
balsamo do Canada. As laminulas foram lavadas em solucdo de limpeza, composta por agua
destilada, alcool absoluto, acido acético glacial e detergente neutro em proporcées iguais. A
limpeza tem por objetivo eliminar qualquer particula de poeira ou outro componente suspenso

que pode atrapalhar a visualizagdo do tecido no microscépio (Figura 3).
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Figura 3. Coloracdo e montagem das laminas para leitura dos tecidos. Fonte: Arquivo pessoal

4.4 Morfologia intestinal
Todos as laminas histoldgicas foram analisadas através de imagens digitalizadas, obtidas

em aumentos de 4 vezes para os cortes de duodeno e 10 vezes para os demais cortes (jejuno e
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ileo). As imagens foram realizadas com a utilizacdo de microscopio éptico Olympus BX-51
acoplado a camera e conectado a um computador com o software Leica LAS-EZ.

Para as variaveis de altura do vilo (um), largura do vilo (um), profundidade de cripta
(um), largura de cripta (um), e relacdo vilo:cripta, foram realizadas 90 mensuragdes, por
segmento intestinal, com auxilio do software Image J (Rasbrand, 2004), sendo selecionado as
regides mais integras das laminas, sem artefatos e com estrutura morfoldgica preservada (Figura
4).
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Figura 4. Fotomicrografia das vilosidades intestinais de pintainas podeiras, colra(;é H&E. As linhas indicam
as medidas de altura de vilosidade (AL), largura da vilosidade (LV) (regido apical, medial e basal), profundidade
(PC) e largura da cripta (LC). Fonte: Arquivo pessoal
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A partir das mensuracdes, utilizou-se a férmula proposta por Kisielinski et al. (2002) com

a finalidade de analisar a area de superficie (um?) dos segmentos intestinais.

. . 2 . 2
(largura do vilo x altura do vilo) + (largurt; do vilo + largura éia crlpta) B (largurc; do mlo)

AS =

largura do vilo | largura da cripta z
2 + 2

Quanto a avaliagdo morfoldgica da mucosa intestinal, foram realizadas observacdes em
cada segmento intestinal e descritas as alteracdes morfoldgicas pertinentes para o presente
estudo, sendo avaliadas 30 vilosidades por tratamentos experimental e quantificada a
porcentagem de vilos normais (PN) e de vilos com perda de epitélio e exposicdo do tecido
conjuntivo (PEC). As vilosidades PEC, foram avaliadas e classificadas quanto ao grau de perda

de epitélio: grau 0, sem extrusdo aparente; grau 1, pequena area de extrusao no apice do vilo;
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grau 2, perda do epitélio com exposi¢do do conjuntivo no apice; grau 3, perca de epitélio e
exposi¢do do conjuntivo até a metade do conjuntivo. Todos os procedimentos de classificacéo
da perda de epitélio e exposicdo do tecido conjuntivo seguindo metodologia adaptada de
Gomide et al. (2004).

4.5 Estereologia

Para complementar as informacgdes obtidas com as analises histologicas de medidas
lineares, utilizou-se de técnicas de analise estereoldgica dos segmentos intestinais. A técnica
proposta por Baddeley et al. (1986), usada para a quantificacdo de estruturas tridimensionais a
partir de imagens bidimensionais.

A anélise foi utilizada para a determinacdo do volume parcial ocupado pela mucosa do
intestino. Nesta técnica, foi utilizado um sistema teste do tipo cicloide (Figura 5), com 35 arcos
cicloides e 70 pontos teste sobrepostos sobre cada imagem. O volume parcial € expresso em

porcentagem e obtido pelo nimero de pontos teste sobre a superficie da mucosa e 0 nimero

total de pontos na grade.
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Figura 5. Grid proposto por Baddely et al. (1986) para analise estereologlca de estruturas anisotropica.

4.6 Andlise estatistica

Os dados foram previamente submetidos a analise de normalidade dos residuos pelo
teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade das variancias por meio do teste de Levene. Os dados
foram analisados quanto as diferengas estatisticas entre os tratamentos utilizando analise de
variancia (ANOVA). O modelo estatistico usado foi: Yijk = u + ¢ + eijk, em que Yijk € a
observacdo das medidas do intestino, x € a média dos dados, t € o efeito dos niveis de
suplementacdo de Cu-CAA na dieta (Tratamentos) e eijk é o efeito residual. As respostas das

variaveis histomorfometricas, foram modeladas usando regressdo polinomial de segundo grau,
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a partir do modelo: Y = a + b1x + b2x2, em que em que Y sdo as medidas lineares do intestino;
a é a interceptacdo no eixo Y; bl e b2 sdo os coeficientes da equacdo quadrética; x é o nivel de
suplementacdo de cobre organico. A estimativa do consumo ideal de cobre foi determinada
utilizando a primeira derivada da equacao de regressao (x = -b1/2*b2). Todos os procedimentos
estatisticos foram realizados utilizando os pacotes agricolae, agroR e AgroReg pertencente ao
software R (R Development Core Team, 2008; Shimizu, Marubayashi e Goncalves, 2023).
Para a quantificacdo do percentual de vilos normais e com perda de epitélio, os dados
foram submetidos ao teste do qui-quadrado, quanto aos graus de perda de epitélio, as
frequéncias absolutas foram submetidas ao teste G, ambas as anlises foram realizadas no
programa BioEstat 5.3, utilizado nivel de significancia de 5%. Os resultados foram

apresentados em frequéncia percentual (%) a partir de graficos de barras agrupadas.

5. RESULTADOS

Os dados histomorfométricos e respectivas andlises de regressdo quadratica foram
sumarizadas na Tabela 3.

Para o segmento do duodeno, ndo foram observados efeitos significativos (p>0,05) dos
niveis de ingestao de cobre complexo aminoécidos (Cu-CAA) sobre as varidveis morfoldgicas,
com excecdo da profundidade da cripta, sobre o qual a andlise de regressao quadratica
demonstra efeito significativo (p=0,03) de aumento até o ponto de profundidade da cripta
maxima (0,066 mg/ave/dia) e posterior redugdo (Figura 6). Para o jejuno, foi possivel observar
efeito significativo (p<0,05) do cobre suplementar sobre as variaveis de altura do vilo, relagao
vilo:cripta, area de superficie e volume parcial da mucosa. A analise de regressao polinomial de

segundo grau, indicou estimativas para obten¢do de valores minimos para as variaveis.
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Tabela 3. Variaveis histomorfometricas do duodeno, jejuno ¢ ileo de pintainhas poedeiras com
35 dias alimentadas com niveis de suplementagdo de cobre complexo aminoacidos.

Ingestao de cobre complexo aminoacidos (Cu-CAA)'
CvV?z  P-valor®

0 0,03 0,061 0,092 0,123 0,153

Altura do vilo (um)

Duodeno  1063,03 963,45 1012,96 1100,68 907,94 902,84 0,16 0,470
Jejuno 650,28 461,45 454,65 426,78 377,24 574,35 0,29 <0,001
fleo 299,71 328,50 522,28 401,62 297,82 315,00 0,36 0,004

Profundidade da cripta (um)

Duodeno 164,82 190,80 195,31 192,48 161,16 148,57 0,19 0,030

Jejuno 118,02 99,37 136,51 104,70 94,77 121,66 0,25 0,615
fleo 102,78 106,70 133,04 167,18 118,5 139,81 0,28 0,048
Largura da cripta (um)

Duodeno 87,64 73,41 71,34 70,73 69,60 68,18 0,23 0,227
Jejuno 81,66 78,01 72,92 64,49 94,33 68,49 0,18 0,156
fleo 66,50 57,71 69,92 56,75 57,02 60,68 0,16 0,753

Relagao vilo:cripta (um)

Duodeno 6,50 4,69 5,45 5,66 5,75 5,91 0,22 0,182
Jejuno 5,22 4,94 3,29 3,94 4,62 4,85 0,31 0,008
fleo 3,00 3,07 4,01 2,40 2,54 2,39 0,33 0,030

Area de superficie (um?)

Duodeno 12,52 12,59 13,52 15,49 13,38 13,19 0,07 0,250
Jejuno 8,05 5,72 5,90 5,74 4,77 8,16 0,10 <0,001
fleo 4,77 5,49 7,15 5,26 5,36 5,23 0,24 0,009

Volume parcial da mucosa (%)

Duodeno 50,57 57,85 53,14 50,35 50,85 58,00 0,17 0,216
Jejuno 60,42 55,85 44,04 40,71 46,42 61,22 0,21 <0,001
fleo 34,92 48,39 49,28 42,04 37,95 38,03 0,23  <0,001

"Ingestdo calculada a partir do consumo médio de ragdo durante o periodo experimental. *Coeficiente de
variacdo. *Probabilidade da andlise de regressdo quadratica.
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Figura 6. Curva ajustada para regressdo quadratica para a profundidade das criptas do duodeno. As
estimativas de consumo ideal, indicaram ponto maximo de 0.066 mg/ave/dia de Cu-CAA.

A altura das vilosidades do jejuno (AVj) foi afetada negativamente a partir da
suplementagdo de 4,5 e 6 mg/kg da dieta. A interagdo dos niveis de ingestdo de cobre e a AVj,
a partir da regressdo quadratica, demonstrou redu¢do na variavel a partir da ingestdo de 0,085
mg/ave/dia. Para a relagao vilo:cripta do jejuno (VCj) foi observado uma tendéncia a redugao
quando os niveis de ingestdo atingiram 0,061 mg/ave/dia, sendo estimado pela regressdo, que
o menor valor foi obtido com ingestdo de 0,083 mg/ave/dia (4 mg/kg da dieta), sendo
posteriormente restabelecido os valores da relacdo ndo apresentando diferencas entre os niveis
de suplementagdo a partir de 6 mg/kg da dieta. A area de superficie da vilosidade do jejuno
(ASj) apresentou tendéncia de reducao quando ocorre o incremento do nivel de Cu-CAA com
posterior aumento desta variavel, sendo estimado pela regressdo quadratica que a menor area
de absorcao para a variavel pode ser encontrada quando a ingestao atinge 0,078 mg/ave/dia (3,8
mg/kg da dieta). O mesmo comportamento foi observado quando avaliado o volume parcial da

mucosa do jejuno, com estimativa de ingestao de 0,079 mg/ave/dia (Figura 7).
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Figura 7. Curva ajustada para regressao quadratica das variaveis histomorfometricas do jejuno. As
estimativas de consumo ideal, indicaram ponto minimo de 0.083, 0.085, 0.078 e 0.079 mg/ave/dia de Cu-

CAA.

Para as avaliacdes histomorfometricas do ileo, foram observados efeitos significativos
(p<0,05) do nivel de suplementagao de Cu-CAA sobre a altura do vilo, profundidade da cripta,
relagdo vilo:cripta, area de absor¢do e volume parcial da mucosa do ileo para pintainhas
poedeiras em fase de cria. Para altura das vilosidades do ileo (AVi), a regressdao quadratica
estimou, para maxima altura de vilosidade o valor de ingestdo de 0,074 mg/ave/dia,
aproximadamente 3,6 mg/kg da dieta. Apesar da ingestdo de cobre ter beneficiado o
desenvolvimento das vilosidades ileais, a profundidade de cripta (PCi) para as ingestdoes que
apresentaram maior vilosidade, se apresentaram mais profundas, consequentemente, reduziu a
relagdo vilo:cripta do ileo. A area de superficie das vilosidades (ASi) e o volume parcial da
mucosa (Vvi) apresentaram comportamento semelhantes, sendo estimado a partir das
regressdes, para maxima area e maximo volume, uma ingestdo de 3,7 e 3,3 mg/kg da dieta

(Figura 8).
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Figura 8. Curva ajustada para regressdao quadratica das varidveis histomorfometricas do ileo. As
estimativas de consumo ideal, indicaram ponto maximo de 0.074, 0.105, 0.041, 0.077 e 0.077 mg/ave/dia

de Cu-CAA.
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De acordo com a Figura 9, pode-se observar que houve efeito dos niveis de cobre organico

(Cu-CAA) sobre a porcentagem de vilos normais € com perda de epitélio do duodeno de

pintainhas poedeiras com 35 dias de vida.
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Figura 9. Frequéncia percentual (%) de vilos normais (PN) e vilos com perda de epitélio (PEC) no duodeno de
pintainhas poedeiras com 35 dias alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de inclusdo de cobre
complexado a aminoécidos.

Para o segmento intestinal do jejuno, foram observados efeitos significativos dos niveis
de cobre organico sobre o percentual de vilos normais € com perda na mucosa intestinal de
pintainhas (Figura 10). E possivel observar que toda a mucosa do jejuno apresentou-se com
perda de epitélio, sendo observado maior nimero de vilosidades com perda nos niveis de
suplementagdo entre 1.5 e 3.0 mg/kg da dieta, podendo assim explicar a baixa relacdo vilo:cripta
e de volume parcial da mucosa encontrada para este segmento. Apesar do alto percentual de
PEC, quando suplementado com niveis variando de 4.5 a 6.0 mg/kg, apresentaram nimero de
vilos normais maiores ou semelhante a PEC, concordando assim com os achados nas

estimativas de ingestdo de cobre complexado a aminodacidos.
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Figura 10. Frequéncia percentual (%) de vilos normais (PN) e vilos com perda de epitélio (PEC) do jejuno de

pintainhas alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de inclusdo de cobre complexado a aminoacidos.

Foi observado efeito significativo (p<0,0001) dos niveis de Cu-CAA sobre a frequéncia

percentual de vilosidades normais e com perda de epitélio no ileo das pintainhas poedeiras

(Figura 11).
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Figura 11. Frequéncia percentual (%) de vilos normais (PN) e vilos com perda de epitélio (PEC) do ileo de

Tanto as aves sem suplementacdo de Cu-CAA quanto as aves suplementadas com o nivel

maximo utilizado no presente estudo, apresentaram 100% dos vilos da mucosa ileal

comprometidos, quando associados com os dados histomorfométricos, € possivel observar que
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ambos os tratamentos de cobre suplementar foram os que apresentaram menores areas de
absorcdo e volume parcial da mucosa.

O percentual dos graus de perda de epitélio apresentados pelos vilos do duodeno, jejuno
e ileo, de pintainhas de postura, estdo apresentados na Figura 12. A partir do teste G, foi possivel
observar que a suplementa¢cdo de Cu-CAA influenciou significativamente (p <0,05) o grau de

perda de epitélio nos diferentes segmentos intestinais.
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Figura 12. Frequéncia percentual (%) dos graus de perda de epitélio e exposi¢do do conjuntivo do duodeno (A), jejuno (B) e
ileo (C) de pintainhas alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de inclusao de cobre complexado a aminoacidos.

6. DISCUSSAO

A absor¢ao do Cu ocorre principalmente nos segmentos do duodeno e jejuno, sendo uma
quantidade minima absorvida no ileo e o excedente resulta na excre¢do do mineral (Linder;
Hazegh-Azam, 1996). Os problemas de saude intestinal sdo frequentemente discutidos na
avicultura industrial de corte e postura, especialmente no contexto da interagao da digesta com
a mucosa, podendo ocasionar ineficiéncia da digestdao e absor¢do de nutrientes. Diante disto, a

morfologia da mucosa intestinal, de suas vilosidades e criptas, refletem a fun¢do e a satde do
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orgdo, mediante das relagdes da taxa de crescimento, desenvolvimento e agdo das secrecdes
enzimaticas na mucosa (Chiou et al., 1999).

Dentre os parametros morfoldgicos, a altura das vilosidades e a profundidade das
criptas, sendo estruturas microscopicas do trato gastrointestinal das aves, se comportam como
bons indicadores do estado em que o animal responde a dieta. No presente trabalho, apenas o
jejuno e ileo apresentaram diferencas quanto a altura de vilosidade e para profundidade da
cripta, o duodeno e ileo, indicando possiveis alteracdoes da dinamica de turnover celular na
mucosa intestinal.

A homeostase da mucosa intestinal depende da manuten¢ao do tamanho da populagdo de
células, a partir de fatores hormonais, nutricionais e patoldgicos. Desse modo, ¢ necessaria a
manuteng¢ao do equilibro entre o indice de proliferagao (renovagao) e de morte celular (apoptose
e seguinte extrusdo). O crescimento do tamanho do vilo e o aumento no niimero desses vilos
envolve os eventos de proliferacdo celular que ocorre nas criptas de Lieberkuhn, que ocorrem
mediante as células totipotentes. As células totipotentes apresentam alta taxa mitdtica e que se
diferenciam ao longo de toda a superficie do vilo, até que sdo empurradas para o apice, sendo
influenciado por aumento ou reducao da taxa de renovacgao celular por fatores como a propria
passagem da digesta e acdo de enzimas pancreaticas, expde a mucosa intestinal a condigdes
adversas a sua integridade (Boleli; Morita, 2017).

No presente estudo, foi possivel observar um incremento na altura das vilosidades quando
os animais consumiram Cu-CAA, nos segmentos do duodeno e ileo, pode ser devido a maior
biodisponibilidade das moléculas de cobre, mantendo-se assim a integridade e a funcdo da
mucosa, contudo € possivel que a taxa de proliferativa das criptas de novas células ndo tenha
reduzido, devido ao registro de valores de criptas profundas e largas. Para a variavel de relagao
entre altura do vilo e profundidade de cripta, autores como Pluske et al. (1997), descrevem que
quanto maior a relagdo melhor a homeostase da mucosa intestinal, e que vilosidades atrofiadas
e criptas hiperplasticas sdo geralmente associadas a menor desempenho dos animais devido a
queda na capacidade absortiva e digestiva do intestinal delgado. Yue et al. (2017) avaliando a
suplementagdo de cobre para leitdes desmamados e seus efeitos sobre o desempenho e a
morfologia do intestino delgado, observou que o quelato de cobre aumentou a altura das
vilosidades, criptas rasas e melhor relagdo vilo:cripta. Nguyen ef al. (2022) avaliando a inclusao
de duas diferentes fontes de cobre para frangos de corte, observaram aumento no vilo do jejuno
das aves que consumiram dietas contendo cobre hidroxicloreto, contudo nao foram observados

efeitos para profundidade da cripta e relacdo V:C de acordo com a fonte suplementar.
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Fisiologicamente, se ¢ esperado que a altura do vilo, seja reduzida da regido anterior
para a posterior, sendo maior no duodeno do que no jejuno e ileo, € maior no jejuno do que no
ileo (Morita, 2011). O presente trabalho elucidou que para as aves suplementadas com Cu-
CAA, o ileo apresentou-se com vilosidades semelhante ou maiores que a regiao do jejuno. Este
incremento, pode ter sido ocasionado pela deriva de nutrientes do duodeno para o ileo,
estimulando a funcdo de absor¢do da mucosa ileal, resultando em um desenvolvimento do
segmento, ¢ podendo ser relacionado também, com o maior indice de perda de epitélio
registrado para o segmento, fazendo com que as vilosidades se tornem menores. Yu et al. (2008)
estudando através de curvas cinéticas o processo de absor¢do de zinco em frangos, observaram
que a absor¢ao ¢ mediada no duodeno e jejuno, por processo saturavel, e no ileo este transporte
¢ regulado por difusdo simples (maneira menos insaturavel), como complementariedade a esta
conclusdo, Bao et al. (2010a), avaliando a digestibilidade de diferentes fontes de minerais,
determinam que a digestibilidade do cobre, seja de fonte organica (quelatos metal-aminoécido)
ou inorganica (sulfatos), apresenta coeficiente de digestibilidade semelhante em todos os
segmentos do intestino delgado. Com isso, devido a facilidade de transporte no ileo através da
membrana, ¢ possivel que a deriva deste nutriente para o segmento tenha promovido maior
estimulo ao desenvolvimento da mucosa.

Levkut et al. (2017) estudando os efeitos do zinco de fonte organica e inorganica sobre
a morfologia do intestino de frangos de corte, observaram que a area de superficie do jejuno,
quando suplementados com adicdo de quelato de zinco-glicina, apresentaram valores
semelhantes ao da fonte inorganica. Assim como o zinco, o cobre ¢ requerido por diversos
tecidos no organismo animal, modulando na proliferacdo e diferenciagao de células-tronco
intestinais (CTI). Yin ef al. (2021), estudando a adi¢dao de cobre para suinos, ndo encontraram
efeitos dos niveis de cobre na area de absor¢cdo do intestino delgado, contudo, os autores
descrevem alteragdes na mucosa a partir das relagdes de altura de vilo e profundidade de cripta,
ao qual observaram aumento do nimero de cé€lulas Ki67+ (marcador de proliferagdo celular na
cripta), quando se aumentou a suplementacado de sulfato de cobre (variando de 25 a 125 mg/kg),
comprovando a hipotese da agdo do cobre sobre a modulagdo das CTI em suinos.

A andlise esteoroldgica foi utilizada no presente estudo com objetivo de descrever
possiveis alteracdes na superficie da mucosa absortiva do intestino delgado das poedeiras,
associando assim com os valores encontrados para a medida linear de area de superficie. Os
segmentos intestinais apresentaram diferentes proporg¢des (%) de volume, sendo relacionado a
fungdo prioritaria dos segmentos a maior ou menor atividade digestiva e absortiva. Segundo

Pauletti et al. (2007), o aumento do volume parcial da mucosa, estd relacionado com a presenca
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de vilosidade maiores e mais numerosas, sendo possivel ser alterada por fatores nutricionais,
pela microbiota intestinal e pela propria saude intestinal. Com a inclusdo do complexo
aminoacidos, no segmento jejunal, foram observados reducao nesse volume parcial da mucosa,
resultando estar relacionado com a baixa densidade de vilos por drea e menor perimetro neste
segmento, sugerindo que houve uma menor perda celular, favorecendo a maior permanéncia
dos enterdcitos na mucosa intestinal, inibindo o desenvolvimento de novas vilosidades a partir
de processos de fissao e brotamento (Boleli; Morita, 2017). No duodeno ¢ ileo, com Cu-CAA,
observou-se incremento nessa mucosa.

A morfofisiologia intestinal de pintainhas poedeiras pode ser influenciada positivamente
pela fonte organica de cobre, uma vez que o Cu estimula diretamente a regeneracdo das
vilosidades nas aves e pode impactar indiretamente a morfologia intestinal assim como os
fatores que associados a esta mucosa, como a microbiota (Chiou ef al., 1999). Zea e Vilchez
(2014), encontraram que a suplementacao de cobre em 250 ppm, de diferentes fontes (sulfato
de cobre (CuS0Os), oxicloreto de cobre e cloreto de cobre tribasico) resultaram em maior altura
de vilo do jejuno, quando comparado com tratamentos sem suplementagio. E possivel observar
que as variaveis histomorfometricas para o tratamento sem suplementa¢do ¢ superior ou igual
aqueles com suplementagao de cobre, e diante disto € importante destacar que a dieta isenta do
mineral organico, ndo era isenta de cobre em sua composi¢do, devido a contribui¢do dos
ingredientes, como o milho e farelo de soja na dieta, € que o cobre intrinseco pode ter sido
suficiente para manter a dindmica da mucosa intestinal promovendo melhor relacdo quando
comparado aos niveis suplementados. O presente trabalho sugere que as dietas sem
suplementagdo de cobre ndo afetaram negativamente a morfologia do intestino das pintainhas,
devido a possibilidade da contribuicdo do micromineral presente nos ingredientes da dieta,
contudo mais estudos relacionados a expressdo dos transportadores de nutrientes e imuno-
histoquimica, podem permitir melhor avaliacdo da integridade e desenvolvimento dessa
mucosa, garantindo assim suas funcdes. Semelhante, Fry et al. (2012), reporta que as
vilosidades do jejuno de suinos alimentados com cobre hidroxicloreto em 225 mg/kg,
apresentaram altura similar aos suinos sem suplementagao e superior aos suplementados com a
fonte inorganica (CuSOs4). Além disso, os pesquisadores puderam observar baixa expressao
genica dos transportadores de cobre, metalotioneina e das metaloenzimas, observaram reducao
nos valores, nas aves sem suplementacao de cobre.

Wen et al. (2022) constataram que a expressao do transportador CTR1 e ATP7A foram
regulados para baixo quando suinos em terminagdo foram suplementados com 20 mg/kg de

cobre proteinato ou cobre-glicina, no jejuno e no figado. Esses resultados indicam que devido
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a alta biodisponibilidade do mineral, as células diminuiram a expressdo de mRNA desses dois
genes para regular o fluxo de Cu celular, com objetivo de manter a homeostase. Quanto aos
transportadores de peptideos (PepT1) e o transportador de alanina-serina-cisteina (ASCT2),
observaram maior expressao genica de ambos, nos tratamentos de Cu-proteinato e Cu-glicina,
quando comparado ao CuSOs4, comprovando que os aminoacidos que se quelam ou complexam
a molécula mineral, transportam o Cu para dentro da célula intestinal por endocitose, sofrendo
dissociagdo, contudo, ainda sao necessarios mais estudos para elucidar esses achados.

Quanto a integridade da mucosa intestinal, no duodeno, foi possivel observar alteragoes
de todos os graus na mucosa em todos os tratamentos experimentais, sendo observado que
apesar das diferengas percentuais, todas as vilosidades apresentaram, principalmente PEC grau
2. No jejuno, o comportamento da presenca de perda grau 2 permaneceu, contudo houve uma
reducdo nas perdas de epitélio grau 3, sendo apenas registrado 44,4% e 29,4% para a
suplementagdo de 4,5 e 6 mg/kg, respectivamente. Para a suplementacdo de Cu-CAA de 7,5
mg/kg, dos 81,2% de vilosidades com perda de epitélio, 100% apresentaram perda grau 2, assim
como para a suplementagdo de 3 mg/kg. Por sua vez, no ileo, a redu¢do da suplementacdo a
nivel 0 de cobre, afetou significativamente as vilosidades da mucosa, apresentando 94,6% de
PEC grau 3, o que nao foi observado para os demais tratamentos que apresentaram cobre na
dieta.

Os dados do presente estudo sugerem que as pintainhas apresentaram intensa renovacao
epitelial, devido a alto nimero de vilosidades com extrusdo celular (PEC), contudo a
metodologia adotada ¢ apenas uma estimativa, ja que Gomide ef al. (2004) sugerem que a
metodologia apropriada € a utilizagdo da microscopia de varredura, permitindo uma conclusao
mais confidvel da capacidade digestiva e absortiva do intestino e da avaliacdo dos danos
causados na mucosa.

A camada epitelial do intestino pode ser alterada por diversos fatores que influenciam
diretamente as taxas de prolifera¢do e renovagao celular. Esses fatores podem ser a adaptagao
aragdo exogena ingerida, exposicao a colonizagao intestinal pela microbiota benéfica e o jejum
pos-eclosdo, como sugerido por Maiorka et al. (2003), em que sob jejum hidrico e/ou de
alimento, ocorre aumento no nimero de vilos intestinais de pintos de corte, contudo em jejum
prolongado, as células epiteliais passam a apresentar vacuolos, dando inicio a perda dos
enterdcitos (pela elevagdo da taxa de extrusdao) e morte celular (Shamoto; Yamauchi, 2000). A
contaminagdo de patdgenos também podem contribuir para os danos a esta mucosa conforme

constatado por Zhang et al. (2012), em estudos com animais desafiados com Salmonella



48

Typhimurium demonstraram perda na integridade epitelial das aves desafiadas, com reducao
nos teores da expressao génica das proteinas de juncdes oclusivas.

Assim como Sterzo (2007), avaliando a morfologia do intestino de aves de corte
infectados por Salmonella enteritidis, observou maior perda epitelial no duodeno, contudo
comparando entre o tratamento controle e os pintos infectados ndo apresentaram alteragdes
significativas, sendo observado para a mesma regido, perda de epitélio grau 3. Estes estudos
sugerem o potencial de utilizacdo do cobre como modulador da microbiota intestinal,
principalmente relacionado as caracteristicas imunoldgicas. Entretanto, Chiou et al. (1999)
observaram que o trato gastrointestinal de aves suplementadas com cobre apresentou lesdes
severas na cavidade oral e erosdo na moela com inclusdo de 500 mg/kg, sugerindo que a
inclusdo excessiva pode danificar a mucosa epitelial do trato gastrointestinal das aves. Os
autores observaram que com a inclusdo do mineral, houve reducao na altura, profundidade de
cripta e espessura da tunica muscular dos segmentos intestinais, contudo associam evidéncias
indiretas com a¢ao de outros fatores biologicos do organismo. Huang ef al. (2021), avaliando o
efeito subcronico do cobre na histologia e microflora cecal de galinhas, observaram que a
exposicao ao sulfato de cobre destruiu a estrutura normal dos cecos das aves, permitindo
formacao de vacuolos e de infiltracdo inflamatoria. Curiosamente, Cheng et al. (2020) e Ruan
et al. (2019) observaram em ratos suplementados com cloreto de cobre, lesdes histopatologicas
em todo o tecido intestinal, principalmente atrofia das vilosidades e das células caliciformes,

assim como necrose dos enterocitos.
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Todas as estruturas e alteragdes morfologicas da mucosa intestinal do duodeno jejuno e
ileo de pintainhas poedeiras com 35 dias de idade suplementadas com Cu-CAA, podem ser

observadas nas Figuras 13, 14 e 15.

e e

Figura 13. Morfologia da mucosa do duodeno de pintainhas poedeiras alimentadas com diferentes niveis de cobre
complexo aminoacidos. Letras maitisculas em cada fotomicrografia difere os niveis de suplementagdo: (A) 0, (B)
1.5,(C) 3, (D) 4.5, (E) 6, (F) 7.5. Colorag@o: Hematoxilina e Eosina, 4x, barra com escala de 200 pm.
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Figura 14. Morfologia da mucosa do jejuno de pintainhs poedeiras alimentadas com diferentes niveis de cobre
complexo aminoacidos. Letras maitsculas em cada fotomicrografia difere os niveis de suplementagéo: (A) 0, (B)
1.5, (C) 3, (D) 4.5, (E) 6, (F) 7.5. Coloragdo: Hematoxilina ¢ Eosina, 10x, barra com escala de 200 pm.

B

Figura 15. Morfologia da mucosa ileal de pintainhas poedeiras alimentadas com erentes niveis de cobre
complexo aminoacidos. Letras maitisculas em cada fotomicrografia difere os niveis de suplementagdo: (A) 0, (B)
1.5,(C) 3, (D) 4.5, (E) 6, (F) 7.5. Colorag@o: Hematoxilina e Eosina, 10x, barra com escala de 200 um
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7. CONCLUSAO

A suplementacdo de cobre complexado a aminoécidos em niveis de 3,0 a 3,5 mg/kg da
dieta, associada a dietas com inclusao de fitase, melhora a morfometria intestinal e morfologia
da mucosa intestinal das aves. Doses elevadas ou auséncia de suplementacdo podem causar
danos a mucosa, comprometendo a absorcdo de nutrientes. Logo, a suplementacdo do cobre,
em sua forma de complexo aminoacidos, deve ser ajustada para otimizar a satde intestinal sem

prejudicar a integridade estrutural da mucosa.



52

8. REFERENCIAS

AAFCO. Official feed terms, common or usual ingredient names and ingredient definitions.
Em: American Association of Feed Control Officials Publication. p. 345-544. 2023

ARREDONDO, M.; NUNEZ, M. T. Iron and copper metabolism. Molecular Aspects of
Medicine, v. 26, n. 4-5, p. 313-327, 1 ago. 2005.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL. Relatorio Anual. 2024.
ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL. Relatério Anual. 2023.

AZAD, S. K. et al. Effect of zinc concentration and source on performance, tissue mineral
status, activity of superoxide dismutase enzyme and lipid peroxidation of meat in broiler
chickens. Animal Production Science, v. 58, n. 10, p. 1837-1846, 23 jun. 2017.

BADDELEY, A. J.; GUNDERSEN, H. J. G.; CRUZ-ORIVE, L. M. Estimation of surface area
from vertical sections. Journal of Microscopy, v. 142, n. 3, p. 259-276, 1 jun. 1986.

BAO, Y. M. et al. The Digestibility of Organic Trace Minerals along the Small Intestine in
Broiler Chickens. Asian-Australasian Journal of Animal Sciences, v. 23, n. 1, p. 90-97,
2010a.

BAO, Y. M. et al. Trace mineral interactions in broiler chicken diets. British poultry science,
v.51,n. 1, p. 109-117, fev. 2010b.

BERTECHINI, A. G. Nutri¢do de Monogaéstricos. 3. ed. v. 1. 2021.

BERWANGER, E. et al. Copper requirements of broiler breeder hens. Poultry Science, v. 97,
n. 8, p. 2785-2797. 2018.

BOLELLI, I. C.; MAIORKA, A.; MACARI, M. Estrutura funcional do trato digestorio. Em:
MACARI, M.; FURLAN, R. L.; GONZALES, E. (Eds.). Fisiologia Aviaria Aplicada a
Frangos de Corte. 2. ed. Jaboticabal: FUNEP, 2002. p. 75-95.

BOLELLI, I. C.; MORITA, V. S. Mucosa gastrointestinal: crescimento, renovacgéo, reparo e
defesa. Em: MACARI, M.; MAIORKA, A. (Eds.). Fisiologia das aves comerciais.
Jaboticabal: Editora Grafica, 2017. p. 206-217.

BYRNE, L.; MURPHY, R. A. Relative Bioavailability of Trace Minerals in Production Animal
Nutrition: A Review. Animals, v. 12, n. 15, 1 ago. 2022.

CAMARA ARGENTINA DE PRODUCTORES E INDUSTRIALIZADORES AVICOLAS.
Conclusiones de la Planificacion Estratégica del Sector Ovoavicola 2024-2030. CAPIA
Informa, p. 1-64, 2024.

CHENG, S. et al. Copper Changes Intestinal Microbiota of the Cecum and Rectum in Female
Mice by 16S rRNA Gene Sequencing. Biological Trace Element Research, v. 193, n. 2, p.
445-455, 1 fev. 2020.

CHIOU, P. W. S. et al. Effect of High Dietary Copper on the Morphology of Gastro-Intestinal
Tract in Broiler Chickens. Asian-Australasian Journal of Animal Sciences, v. 12, n. 4, p.
548-553, 1999.



53

EL-SHARAWY, M. E. et al. Studying the Influence of Copper on the Growth Behavior,
Antioxidative Status, and Histology of the Intestine and Liver of Striped Catfish
(Pangasianodon hypophthalmus). Biological Trace Element Research, v. 200, n. 3, p. 1331-
1338, 1 mar. 2022.

Food and Agriculture Organization of the United Nations. FAOSTAT Statistical Database.
FAO, 2022.

FRY, R. S. et al. Amount and source of dietary copper affects small intestine morphology,
duodenal lipid peroxidation, hepatic oxidative stress,and mRNA expression of hepatic copper
regulatory proteins in weanling pigs,. Journal of Animal Science, v. 90, n. 9, p. 3112-3119, 1
set. 2012.

GAQO, S. et al. Amino acid facilitates absorption of copper in the Caco-2 cell culture model.
Life sciences, v. 109, n. 1, p. 50-56, 25 jul. 2014.

GATTAS, G.; BARBOSA, F. F. Cobre na nutricdo de aves e suinos. Revista Eletronica
Nutritime, v. 1, n. 3, p. 117-133, 2004.

GHEISARI, A. A. et al. Effect of diets supplemented with different levels of manganese, zinc,
and copper from their organic or inorganic sources on egg production and quality characteristics
in laying hens. Biological Trace Element Research, v. 142, n. 3, p. 557-571, 14 set. 2011.

GILBERT, R. W.; SANDER, J. E.; BROWN, T. P. Copper sulfate toxicosis in commercial
laying hens. Avian Diseases, v. 40, n. 1, p. 236-239, 1996.

GOFF, J. P. Invited review: Mineral absorption mechanisms, mineral interactions that affect
acid—base and antioxidant status, and diet considerations to improve mineral status. Journal of
Dairy Science, v. 101, n. 4, p. 2763-2813, 1 abr. 2018.

GOMIDE, M. H. et al. Use of scanning electron microscopy for the evaluation of intestinal
epithelium integrity. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 33, n. 6, p. 1500-1505, 2004.

HA, J. H.; DOGUER, C.; COLLINS, J. F. Consumption of a high-iron diet disrupts homeostatic
regulation of intestinal copper absorption in adolescent mice. American Journal of Physiology
- Gastrointestinal and Liver Physiology, v. 313, n. 4, p. G353-G360, 1 out. 2017.

HARRIS, Z. L. et al. Aceruloplasminemia: molecular characterization of this disorder of iron
metabolism. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, v. 92, n. 7, p. 2539-2543, 28 mar. 1995.

HASHIMOTO, A.; KAMBE, T. Mg, Zn and Cu Transport Proteins: A Brief Overview from
Physiological and Molecular Perspectives. Journal of nutritional science and vitaminology,
v. 61 Suppl, p. S116-S118, 24 nov. 2015.

HUANG, C. et al. Effects of Subchronic Copper Poisoning on Cecal Histology and Its
Microflora in Chickens. Frontiers in Microbiology, v. 12, p. 739577, 8 set. 2021.

IBGE. Levantamento Sistematico da Producdo Agricola, Rio de Janeiro, 2022.



54

JACKSON, N. The effect of dietary copper sulphate on laying performance, nutrient intake and
tissue copper and iron levels of the mature, laying, domestic fowl. The British journal of
nutrition, v. 38, n. 1, p. 93-100, jul. 1977.

JIN, L. et al. Effects of dietary fiber on intestinal growth, cell proliferation, and morphology in
growing pigs. Journal of Animal Science, v. 72, n. 9, p. 22702278, 1 set. 1994.

JUNQUEIRA, L. C. U.; CARNEIRO, J. Histologia Basica: Texto e Atlas. 13. ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2018.

KISIELINSKI, K. et al. A simple new method to calculate small intestine absorptive surface in
the rat. Clinical and Experimental Medicine, v. 2, n. 3, p. 131-135, 2002.

KRAS, R. V. et al. Effect of dietary fiber and genetic strain on the performance and energy
balance of broiler chickens. Brazilian Journal of Poultry Science, v. 15, n. 1, p. 15-19, 2013.

KUO, Y. M. et al. Mislocalisation of hephaestin, a multicopper ferroxidase involved in
basolateral intestinal iron transport, in the sex-linked anaemia mouse. Gut, v. 53, n. 2, p. 201-
206, fev. 2004.

LAMOT, D. M. First week nutrition for broiler chickens - Effects on growth, metabolic
status, organ development, and carcass composition. Wageningen: Wageningen University,
2017.

LARA, L. J. C.; AMARAL, L. M. M.; TRIGINELLI, M. V. Nutricdo e alimentacao nas fases
de cria e recria. Em: FARIA, D. E. DE et al. (Eds.). Producéo e processamento de ovos de
poedeiras comerciais. 1. ed. Sdo Paulo: FACTA, 2019. p. 86-98.

LEARY, S. C. et al. COX19 mediates the transduction of a mitochondrial redox signal from
SCOL1 that regulates ATP7A-mediated cellular copper efflux. Molecular Biology of the Cell,
V.24, n. 6, p. 683-691, 15 mar. 2013.

LEVKUT, M. et al. THE EFFECT OF INORGANIC OR ORGANIC ZINC ON THE
MORPHOLOGY OF THE INTESTINE IN BROILER CHICKENS. 2017.

LI, J. Y. et al. Effects of cage size on growth performance, blood biochemistry, and antibody
response in layer breeder males during rearing stage. Poultry Science, v. 98, n. 9, p. 3571-
3577, 1 set. 2019.

LINDER, M. C. Ceruloplasmin and other copper binding components of blood plasma and their
functions: an update. Metallomics: integrated biometal science, v. 8, n. 9, p. 887-905, 1 set.
2016.

LINDER, M. C.; HAZEGH-AZAM, M. Copper biochemistry and molecular biology. The
American Journal of Clinical Nutrition, v. 63, n. 5, p. 797S-811S, 1 maio 1996.

LONNERDAL, B. et al. Effect of phytate removal on zinc absorption from soy formula. The
American Journal of Clinical Nutrition, v. 48, n. 5, p. 1301-1306, 1 nov. 1988.

LUCAS, A. M.; DENINGTON, E. M. Morphology of the Chicken Liver. Poultry Science, v.
35, n. 4, p. 793-806, jul. 1956.



55

LUCERO, H. A.; KAGAN, H. M. Lysyl oxidase: an oxidative enzyme and effector of cell
function. Cellular and molecular life sciences: CMLS, v. 63, n. 19-20, p. 2304-2316, out.
2006.

MABE, |. Efeitos da suplementacdo dietética com quelatos de zinco e de manganés na
producéo de ovos e morfologia intestinal de galinhas poedeiras. Sdo Paulo: Universidade
de Séo Paulo, 2001.

MAIORKA, A. et al. Posthatching Water and Feed Deprivation Affect the Gastrointestinal
Tract and Intestinal Mucosa Development of Broiler Chicks. Journal of Applied Poultry
Research, v. 12, n. 4, p. 483-492, 1 dez. 2003.

MAIORKA, A. et al. Effect of broiler breeder age on pancreas enzymes activity and digestive
tract weight of embryos and chicks. Brazilian Journal of Poultry Science, v. 6, n. 1, p. 19—
22, mar. 2004.

MEDEIROS, D. M. Copper, iron, and selenium dietary deficiencies negatively impact skeletal
integrity: A review. Experimental biology and medicine (Maywood, N.J.), v. 241, n. 12, p.
1316-1322, 1 jun. 2016.

MORITA, V. S. Efeito da pectina citrica sobre o desenvolvimento e a salde intestino delgado
de frangos de corte. Dissertacdo de mestrado (Programa de Pds-Graduagdo em Zootecnia).
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Universidade Estadual Paulista. Jaboticabal.
2011.

MCDOWELL, L. R. Minerals in animal and human nutrition. Academic Press, p. 524, 1992.

MCHARGUE, J. S. Futher evidence that small quantities of copper, manganese and zinc are
factors in the metabolism of animals. Animal Journal Physiology, v. 77, p. 245-255. 1926.

NGUYEN, H. T. T. et al. Sources and levels of copper affect liver copper profile, intestinal
morphology and cecal microbiota population of broiler chickens fed wheat-soybean meal diets.
Scientific Reports 2022 12:1, v. 12, n. 1, p. 1-13, 10 fev. 2022.

OPSAHL, W. et al. Role of copper in collagen cross-linking and its influence on selected
mechanical properties of chick bone and tendon. The Journal of nutrition, v. 112, n. 4, p. 708—
716, 1982.

OZAYDIN, T.; CELIK, 1. Histological, histochemical and immunohistochemical
investigations on the developing small intestines of broiler embryos. Journal of Animal and
Veterinary Advances, v. 11, n. 16, p. 29362944, 2012.

PAL, D. T. et al. Effect of copper- and zinc-methionine supplementation on bioavailability,
mineral status and tissue concentrations of copper and zinc in ewes. Journal of trace elements
in medicine and biology: organ of the Society for Minerals and Trace Elements (GMS), v.
24, n. 2, p. 89-94, abr. 2010.

PAULETTI, P. et al. Insulin-like growth factor-I, passive immunity transfer, and stereological
characteristics of small intestine of newborn calves. Animal Science Journal, v. 78, n. 6, p.
631-638, 1 dez. 2007.



56

PETEK, M. et al. The influence of different lighting programs, stocking densities and litter
amounts on the welfare and productivity traits of a commercial broiler line. Veterinarija Ir
Zootechnika, 2010.

PLUSKE, J. R.; HAMPSON, D. J.; WILLIAMS, I. H. Factors influencing the structure and
function of the small intestine in the weaned pig: a review. Livestock Production Science, v.
51, n. 1-3, p. 215-236, 1 nov. 1997.

PROHASKA, J. R. Role of copper transporters in copper homeostasis. The American Journal
of Clinical Nutrition, v. 88, n. 3, p. 826S-829S, 1 set. 2008.

ROBERTS, E. A. Using metalloproteomics to investigate the cellular physiology of copper in
hepatocytes. Metallomics : integrated biometal science, v. 4, n. 7, p. 633-640, 2012.

ROSTAGNO, M. H. Effects of heat stress on the gut health of poultry. Journal of Animal
Science, v. 98, n. 4, p. 1-9, 6 abr. 2020.

RUAN, Y. et al. High Doses of Copper and Mercury Changed Cecal Microbiota in Female
Mice. Biological Trace Element Research, v. 189, n. 1, p. 134-144, 15 maio 20109.

SAUER, A. K. et al. Characterization of zinc amino acid complexes for zinc delivery in vitro
using Caco-2 cells and enterocytes from hiPSC. BioMetals, v. 30, n. 5, p. 643-661, 1 out. 2017.

SAGHER, F. A.; DODGE, J. A.; JOHNSTON, C. F.; SHAW, C.; BUCHANAN, K. D.; CARR,
K. E. Rat small intestinal morphology and tissue regulatory peptides: effects of high dietary fat.
British Journal of Nutrition, 65(1), 21-28. 1991.

SCOTT, A. et al. Effect of different levels of copper nanoparticles and copper sulphate on
performance, metabolism and blood biochemical profiles in broiler chicken. Journal of
Animal Physiology and Animal Nutrition, v. 102, n. 1, p. e364—373, 1 fev. 2018.

SECHINATO, A. DA S.; DE ALBUQUERQUE, R.; NAKADA, S. Effects of diet
supplementation with organic trace minerals on production of laying hens. Brazilian Journal
of Veterinary Research and Animal Science, v. 43, n. 2, p. 159-166, 1 abr. 2006.

SHAMOTO, K.; YAMAUCHI, K. Recovery responses of chick intestinal villus morphology
to different refeeding procedures. Poultry Science, v. 79, n. 5, p. 718-723, 1 maio 2000.

SILVA, L. M. Fontes de microminerais sobre a histologia intestinal, parametros 4sseos e
composicdo da gema de poedeiras. Programa de PoOs-Graduacdo em Zootecnia—is.l.]
Universidade Federal Rural de Pernambuco, 2020.

SHIMIZU, G.; MARUBAYASHI, R.; GONCALVES, L. AgroR: Experimental Statistics and
Graphics for Agricultural Sciences. 2023.

SOARES, K. R.; XIMENES, L. F. Agropecuaria: Ovos. Caderno Setorial Etene, 2023.

STERZO, E. V. Avaliacdo morfologica do intestino e hematologica de aves de corte (Gallus
gallus domesticus) infectados experimentalmente por Salmonella enteritidis e submetidos
ao tratamento por exclusdo competitiva. Jaboticabal: Universidade Estadual Paulista, 2007.



57

SU, Y. et al. The detoxification effect of vitamin C on zearalenone toxicity in piglets.
Ecotoxicology and environmental safety, v. 158, p. 284-292, 30 ago. 2018.

SUTTLE, N. Mineral Nutrition of Livestock. [s.l.] CABI, 2010.

TUMER, Z.; M@LLER, L. B.; HORN, N. Mutation spectrum of Atp7a, the gene defective in
Menkes disease. Advances in Experimental Medicine and Biology, v. 448, p. 83-95, 1999.

UNI, Z. et al. Small intestinal development in the young chick: crypt formation and enterocyte
proliferation and migration. British poultry science, v. 41, n. 5, p. 544-551, 2000.

UNI, Z. et al. Morphological, molecular, and functional changes in the chicken small intestine
of the late-term embryo. Poultry science, v. 82, n. 11, p. 1747-1754, 2003.

UNI, Z.; NOY, Y.; SKLAN, D. Posthatch changes in morphology and function of the small
intestines in heavy- and light-strain chicks. Poultry science, v. 74, n. 10, p. 1622-1629, 1995.

WEN, Y. et al. Different copper sources and levels affect growth performance, copper content,
carcass characteristics, intestinal microorganism and metabolism of finishing pigs. Animal
Nutrition, v. 8, n. 1, p. 321-330, 1 mar. 2022.

XIA, M. S.; HU, C. H.; XU, Z. R. Effects of copper bearing montmorillonite on the growth
performance, intestinal microflora and morphology of weanling pigs. Animal Feed Science
and Technology, v. 118, n. 3-4, p. 307-317, 4 fev. 2005.

YIN, L. et al. Dietary Copper Improves Intestinal Morphology via Modulating Intestinal Stem
Cell Activity in Pigs. 2021.

YU, Y. et al. Kinetics of Zinc Absorption by In Situ Ligated Intestinal Loops of Broilers
Involved in Zinc Transporters. Poultry Science, v. 87, n. 6, p. 1146-1155, 1 jun. 2008.

YUE, X. et al. Dietary Chitosan-Cu Chelate Affects Growth Performance and Small Intestinal
Morphology and Apoptosis in Weaned Piglets. Czech J. Anim. Sci, v. 62, n. 1, p. 15-21, 2017.

ZAEFARIAN, F. et al. Avian Liver: The Forgotten Organ. Animals 2019, Vol. 9, Page 63, v.
9,n. 2, p. 63, 15 fev. 20109.

ZAFAR, M. H.; FATIMA, M. Efficiency Comparison of Organic and Inorganic Minerals in
Poultry Nutrition: A Review. PSM Veterinary Research, v. 3, n. 2, p. 53-59, 31 dez. 2018.

ZEA, O. M.; VILCHEZ, C. P. Effect of supplementation with copper sources on broiler
performance, intestinal morphology and liver copper content. Revista de Investigaciones
Veterinarias del Peru, v. 25, p. 16-28, 1 jan. 2014.

ZHANG, B. et al. Zinc prevents Salmonella enterica serovar Typhimurium-induced loss of
intestinal mucosal barrier function in broiler chickens. Avian pathology: journal of the
W.V.P.A v. 41, n.4,p. 361-367, ago. 2012.



